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A. dest. Aqua destillata 
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MEA+-Agar Malzextrakt-Agar mit Novobiocin 
ml Milliliter 
MRI Max Rubner-Institut 
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NaCl Natriumchlorid 
NCBI National Center for Biotechnology Information 
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PCR Polymerase Chain Reaction (Polymerasekettenreaktion)  
rDNA Ribosomale Desoxyribonukleinsäure 
STD I-Agar Standard I-Agar 
x g Multiplikation mit Erdbeschleunigung 
YCB Yeast Carbon Base  
YGC-Agar Yeastextract-Glucose-Chloramphenicol-Agar + Bromphenolblau 
YNB Yeast Nitrogen Base 
ZIEL Zentralinstitut für Ernährungs- und Lebensmittelforschung, Wei-
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Einleitung  1 
1 Einleitung 
In den letzten Jahren hat sich im Metzgerhandwerk ein Strukturwandel vollzogen. Da 
nach dem EU-Hygienepaket Schlachtstätten der Zulassungspflicht unterliegen, ha-
ben besonders viele, vor allem kleinere Metzgereibetriebe, die eigene Schlachtung 
eingestellt.  
Sie kaufen das benötigte Fleisch direkt vom Schlachthof oder vom Großhandel zu. 
Teils werden in diesen Bereichen Schlachtkörperhälften oder -viertel gehandelt, je-
doch wird ein zunehmender Anteil weiter zerlegt und als Teilstücke verkauft. Auf die-
se Weise kann der Einzelhandel entsprechende Fleischstücke in der benötigten 
Menge beziehen und ist nicht gezwungen, alle Teile eines Schlachtkörpers zu ver-
werten.  
Daraus resultierend gewinnt in zunehmendem Maß vakuumverpacktes Fleisch be-
sonders im Großhandel an Bedeutung. Die Gründe für diese Art der Vermarktung 
liegen in der guten Haltbarkeit, der geringen Kontaminationsgefahr und der Möglich-
keit der Reifung in der Verpackung. Deshalb ist vakuumverpacktes Fleisch auch gut 
geeignet für lange Beförderungsstrecken (Husband, 1982; Seideman und Durland, 
1982; Tändler und Heinz, 1970a und b). 
Trotz der genannten Vorteile kann es auch bei gekühltem, vakuumverpacktem 
Fleisch zu Verderbsprozessen durch verschiedene Mikroorganismen kommen. Ins-
besondere über psychrotolerante Hefen und den Zusammenhang mit Verderbspro-
zessen bei vakuumverpacktem Fleisch gibt es bislang wenige wissenschaftliche Un-
tersuchungen.  
Ziel der Arbeit war es, einen Überblick über das Vorkommen und die Vielfalt der 
psychrotoleranten Hefenpopulation auf vakuumverpacktem Rind-, Wild-, Lamm- und 
Straußenfleisch zu geben und zu überprüfen, ob psychrotolerante Hefen hier einen 
Verderb verursachen. Dies wurde durch Challengeversuche untersucht und ebenso 
die Wirksamkeit von verschiedenen Desinfektionsmitteln gegenüber psychrotoleran-
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2 Schrifttum 
2.1 Eigenschaften von vakuumverpacktem Fleisch 
2.1.1 Fleischreifungsprozess in der Vakuumverpackung 
Der Reifeprozess von schlachtfrischem Fleisch ist ein Vorgang, welcher dazu dient, 
die Verzehrseigenschaften optimal zu entwickeln. Er ist unerlässlich, um ein qualita-
tiv hochwertiges Lebensmittel zu erhalten. Die Fleischreifung erfolgt dabei in zwei 
Phasen.  
Die erste Phase beginnt bereits während des Abkühlens des noch warmen Fleisches 
nach dem Schlachten. Durch die fehlende Blut- und Sauerstoffversorgung wird an-
aerob Glykogen zu Milchsäure abgebaut. Dabei lässt das entstehende Laktat den 
pH-Wert von 7 auf unter 5,8 absinken. Solange im Muskel noch Energie in Form von 
Adenosin-Triphosphat (ATP) vorhanden ist, können die Aktin- und Myosinfilamente 
sich voneinander lösen. Nach Erschöpfung der ATP-Reserven und Beendigung der 
ATP-Resynthese setzt in der Muskulatur der Rigor Mortis ein (Binke, 2003; Prändl, 
1988; Schwägele, 2003).  
Die eigentliche Fleischreifung erfolgt nun in der zweiten Phase, in der sich der Rigor 
Mortis löst. Dies geschieht beim Rind etwa nach 36 bis 40 Stunden. Es kommt hier-
bei zur Proteolyse der myofibrillären Strukturen durch fleischeigene Enzyme wie Cal-
paine und Kathepsine (Koohmaraie und Geesink, 2006). Diese Auflösung der Mus-
kelfaserstrukturen ist verantwortlich für die Fleischzartheit und setzt zudem Amino-
säuren frei, welche entscheidend für die Ausbildung des typischen Aromas sind. 
Durch die dabei einsetzende Kollagenquellung nimmt das Wasserbindungsvermögen 
und somit auch die Saftigkeit des Fleisches zu (Binke, 2003; Prändl, 1988; Schwäge-
le, 2003). 
 
Der traditionelle Reifeprozess von Rindfleisch geschieht durch die Trockenreifung, 
dem sog. Abhängen der Schlachttierviertel oder -hälften im Kühlraum bei 0 °C bis 
+ 4 °C über einen Zeitraum von mindestens zwei Wochen. Allerdings reifen beim 
„D y-Ag   “ vor allem hochwertige Teilstücke wie beispielsweise das Roastbeef über 
einen deutlich längeren Zeitraum von fünf bis sechs Wochen (Campbell et al., 2001; 
Parrish et al., 1991; Prändl, 1988; Smith, 2007). Entscheidend für eine optimale Rei-
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fung sind hierbei neben der strengen Hygiene bei Schlachtung, Zerlegung und La-
gerung des Ausgangsmaterials eine konstant niedrige Temperatur, eine Luft-
feuchtigkeit von 75 bis 85 % und eine niedrige Luftgeschwindigkeit in den Kühlräu-
men (Campbell et al., 2001; Parrish et al., 1991; Savell, 2012).  
Während dieser Reifungszeit treten relativ hohe Verdunstungsverluste und eine Ab-
trocknung der Fleischoberfläche auf. Verläuft die Trockenreifung nicht unter den ent-
sprechenden klimatischen und hygienischen Bedingungen, kann es zu einer Ver-
mehrung der Oberflächenkeime kommen, wodurch schmierige Auflagerungen auf 
dem Fleisch entstehen und dadurch die Haltbarkeit vermindert wird. (Prändl, 1988; 
Savell, 2012; Seideman und Durland, 1982; Tändler und Heinz, 1970a ).  
 
Im Gegensatz hierzu hat das Raumklima bei der Nassreifung, dem sog. „W  -A    “, 
einen geringen Einfluss. Bei dieser Reifungsart werden frische Fleischteilstücke in 
Folien unter Vakuum verpackt. Der Reifeprozess läuft dabei in der Vakuumver-
packung bei Temperaturen zwischen 0 °C und + 4 °C ab (Minks und Stringer, 1972; 
Tändler und Heinz, 1970a und b). Höhere Temperaturen bis zu + 10 °C werden bei 
der Schnellreifung beschrieben, jedoch ist diese Reifungsart bedenklich, da sowohl 
sensorische Veränderungen, als auch eine Oberflächenkeimzahlvermehrung ver-
stärkt werden (Tändler und Heinz, 1970a und b).  
Bei Rindfleisch kann nach vollständiger Durchkühlung des Schlachtkörpers der ge-
samte Reifeprozess in der Vakuumverpackung erfolgen (Tändler und Heinz, 1970b). 
Ein Zartwerden des Fleisches ist hierbei ab einer Reifezeit von zwei bis vier Wochen 
zu erkennen (Heinz, 1974). Teils werden auch Reifezeiten von sechs bis acht Wo-
chen angegeben. Im Vergleich zur Trockenreifung treten bei der Nassreifung gerin-
gere Trocknungsverluste auf (Minks und Stringer, 1972; Tändler und Heinz, 1970a). 
Auch ist durch die Verpackungsfolie ein Schutz vor Schmutzkontaminationen und 
Umgebungsmikroorganismen gewährleistet, was auch einen längeren Transport bei-
spielsweise auf dem Seeweg ermöglicht. Hierbei kann die Transportdauer als Reife-
zeit genutzt werden (Heinz, 1974; Minks und Stringer, 1972; Seideman und Durland, 
1982).  
Auch bei der Reifung in der Vakuumverpackung ist es entscheidend, dass die Aus-
gangskeimbelastung der Fleischstücke durch strenge Schlacht- und Zerlegehygiene 
vor dem Verpacken möglichst gering ist (Heinz, 1974; Seideman und Durland, 1982; 
Sutherland et al., 1975; Tändler und Heinz, 1970b). Der pH-Wert von vakuumver-
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packtem Fleisch sinkt von pH 7 vor der Schlachtung in Abhängigkeit vom jeweiligen 
Fleischteilstück während der Reifephase nach zwei bis drei Wochen auf einen Wert 
von pH 5,8 bis 5,2 (Heinz, 1974). 
 
Fleisch von Schalenwild (Schwarz-, Reh-, Rot- und Damwild) benötigt im Vergleich 
zum Rindfleisch eine Reifezeit von vier bis 21 Tagen (Anonymus, 2012c). Die Reife-
zeit von drei Wochen kann nur bei einem guten Hygienestatus des Tierkörpers er-
reicht werden. Meist hängen die Tierkörper während der Reifung in der Decke ab. 
Die Verpackung unter Vakuum erfolgt vor allem für die anschließende Lagerung 
(Anonymus, 2012c; Froning und Gipson, 1976). 
Bezüglich der Reifezeit ist Lammfleisch vergleichbar mit Wildfleisch. Durch den Ver-
braucher wird Fleisch, welches vier bis 16 Tage gereift ist, bevorzugt. Auch hier wird 
eine Reifung in Vakuumverpackung praktiziert (        -Cerezo et al., 2005). 
Straußenfleisch hat ähnlich anderem Geflügelfleisch eine kurze Reifezeit von 24 
Stunden. Allerdings wirkt sich eine längere Reifezeit bis zu einer Woche, welche 
auch in einer Vakuumverpackung verlaufen kann, positiv auf die Geschmackseigen-
schaften aus (Marks et al., 1998; P ł w    et al., 2011). 
Bezüglich der Fleischqualität wird in verschiedenen Untersuchungen bei im Vakuum 
gereiftem Fleisch im Vergleich zu trocken gereiftem Fleisch von einer verbesserten  
Zartheit gesprochen. In Bezug auf die Schmackhaftigkeit besitzt nassgereiftes 
Fleisch ein säuerliches und blutig-metallisches Aroma. Beim Dry-Aging treten zu-
nehmend Röstungsaromen in den Vordergrund, was zu einer Bevorzugung durch 
den Verbraucher führt (Warren und Kastner, 1992). Das Rindfleischaroma bei der 
Vakuumreifung ist nach zehn Wochen zunächst kaum gemindert, flacht jedoch im 
weiteren Verlauf zunehmend ab (Tändler und Heinz, 1970a und b). 
2.1.2 Mikrobiota auf vakuumverpacktem Fleisch  
Auf Fleisch befinden sich zunächst mesophile, sowie psychrotolerante und psychro-
phile Mikroorganismen. Im Laufe der Lagerung bei Kühltemperaturen können sich 
jedoch hauptsächlich die psychrotoleranten und psychrophilen Mikroorganismen 
vermehren. Als Oberflächenkeime unter aeroben Bedingungen finden sich zum 
überwiegenden Teil Pseudomonaden, aber auch Moraxella, Acinetobacter und fakul-
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tativ anaerobe Enterobacteriaceen (Borch et al., 1996; Gill, 1983; Gill und Newton, 
1978).  
Die Zusammensetzung der Mikrobiota von vakuumverpacktem Fleisch unterscheidet 
sich dagegen aufgrund des Ausschlusses von Sauerstoff erheblich. Während sich in 
den ersten Tagen nach dem Verpacken besonders Pseudomonaden auf dem Fleisch 
befinden, vermehren sich zunehmend fakultativ und obligat anaerobe Mikroorganis-
men (Gill, 1983; Gill und Newton, 1978). Im Laufe der Lagerzeit nimmt der Sauer-
stoffanteil in der Vakuumpackung ab. Dies führt zu einer verminderten Wachstumsra-
te der Pseudomonaden.  
Die anaeroben Bedingungen und die Kühltemperaturen begünstigen die Vermehrung 
von psychrotoleranten, milchsäurebildenden Mikroorganismen. Milchsäurebakterien 
wie Lactobacillus, Carnobacter, Leuconostoc und Pediococcus spp. stellen schon 
nach kurzer Lagerzeit die dominierende Keimart dar (Bell und Garout, 1994; Gill, 
1983; Gill und Newton, 1978; Heinz, 1974; Hitchener et al., 1982; Jones, 2004; Sei-
deman et al., 1976). Die Vermehrung dieser Bakterien führt durch die Bildung von 
Milchsäure zu einer Senkung des pH-Werts von pH 7 vor der Schlachtung auf einen 
Wert von pH 5,8 und 5,2. Bei Straußenfleisch in Vakuumverpackung wurden bei-
spielsweise in einer Untersuchung von Alonso-Calleja et al. (2004) in der ersten Wo-
che 106 KbE/cm2 Milchsäurebakterien nachgewiesen.  
Ebenso ermöglicht das Milieu in der Vakuumverpackung kältetoleranten Enterobac-
teriaceen, wie zum Beispiel Serratia liquefaciens und Hafnia spp., eine Entwicklung. 
Im Unterschied zu den Milchsäurebakterien werden Enterobacteriaceen jedoch durch 
die Kühltemperaturen stärker in ihrem Wachstum gehemmt (Grau, 1981). Zudem 
wird die Wachstumsrate von Enterobacteriaceen durch die Wirkung von organischen 
Säuren und Bacteriocinen, welche von Lactobacillen produziert werden, vermindert 
(Gilliland und Speck, 1975).  
Da bei Wildfleisch je nach Erlegungsart oder Lage des Einschusses mit einer erhöh-
ten Kontamination durch Enterobacteriaceen zu rechnen ist, werden hier teils hohe 
Keimzahlen bis 105 KbE/g gefunden (Anonymus, 2006b; Lenze, 1977; Türck, 2008; 
Winkelmayer, 2000). Auf Straußenfleisch in Vakuumverpackung lassen sich zum Teil 
hohe Zahlen an Enterobacteriaceen im Bereich 105 KbE/cm2 nachweisen (Alonso-
Calleja et al., 2004). Von Patterson und Gibbs (1978) konnten in vakuumverpacktem 
Lammfleisch nach einer Lagerzeit von sechs Wochen zahlreich kältetolerante 
Enterobacteriaceen gefunden werden.  
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Die Enterobacteriaceen werden folglich meist im Laufe der Lagerzeit von den Milch-
säurebakterien verdrängt, jedoch können bei einer unhygienischen Schlachtung oder 
Erlegung auch hohe Keimzahlen an Enterobacteriaceen vorkommen.  
Ein weiterer, häufig isolierter Keim aus vakuumverpacktem Fleisch ist Brochothrix 
thermosphacta. Dieser vermehrt sich besonders bei einer ungenügenden pH-Wert-
Absenkung (Campbell et al., 1979; Gill, 1983; Grau, 1981).  
2.1.3 Haltbarkeit von vakuumverpacktem Fleisch 
Die Mindesthaltbarkeit eines Lebensmittels wird vom Gesetzgeber im Rahmen des 
§ 7 der Verordnung über die Kennzeichnung von Lebensmitteln (LMKV) als das Da-
tum angegeben, bis zu dem das entsprechende Lebensmittel unter angemessenen 
Aufbewahrungsbedingungen seine spezifischen Eigenschaften behält. Die Interpreta-
tion der Haltbarkeit ist in der Literatur aufgrund der subjektiven Beurteilung nicht ein-
heitlich. 
 
Eine Reihe an Einflussfaktoren wirken sich auf die Dauer der Haltbarkeit von vaku-
umverpacktem Fleisch aus. Grundsätzlich ist die Haltbarkeit von Rindfleisch am 
längsten. Es werden bei Lagerungstemperaturen um den Gefrierpunkt Zeiten von 
zehn bis über zwölf Wochen genannt (Bell und Garout, 1994; Heinz, 1974). Voraus-
setzung für eine solche Haltbarkeit aus mikrobiologischer Sicht ist eine günstige 
Ausgangskeimbelastung. Trotz dieser langen Haltbarkeit von mehr als zwölf Wochen 
muss sensorisch ab einer Lagerzeit von zehn Wochen eine Abnahme der Ge-
schmackseigenschaften in Kauf genommen werden (Heinz, 1974; Tändler und Lee, 
1985). 
Bei Wild- und Lammfleisch ist von einer kürzeren Haltbarkeitsdauer auszugehen. 
Nach einer Untersuchung von Shaw et al. (1980) sollte die Lagerung von Lamm-
fleisch in Vakuumverpackung auf vier Wochen beschränkt werden. Die Ergebnisse 
der sensorischen Beurteilung waren bei einer Lagerzeit von sechs Wochen direkt bei 
Öffnung der Verpackung nicht auffällig, jedoch zeigten sich innerhalb von zwei Tagen 
nach Öffnung deutliche Verderbsanzeichen. Auch Patterson und Gibbs (1978) ermit-
teln in ihren Untersuchungen eine ähnliche Zeitspanne, da hier nach sechs Wochen 
Lagerung bei + 7 °C deutliche sensorische Abweichungen verzeichnet wurden. 
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Die Haltbarkeit von frischem Wildfleisch ist aufgrund der unterschiedlichen Aus-
gangsbedingungen hinsichtlich der Behandlung nach der Erlegung und des mikrobio-
logischen Status schwer festzulegen. Dabei kann durch die Vakuumverpackung die 
Haltbarkeit in Abhängigkeit von der Wildbrethygiene deutlich erhöht werden (Win-
kelmayer, 2000). In einer Studie von Boers und Dijkmann (1994) wurde die Haltbar-
keit von vakuumverpacktem Wildschwein bei 0 °C untersucht. Hierbei war eine nicht 
tolerierbare Veränderung der Fleischfarbe und des Geruchs in Abhängigkeit vom un-
tersuchten Teilstück ab einer Lagerzeit von fünf bis zwölf Wochen zu verzeichnen.  
Die Haltbarkeit von Straußenfleisch ist am kürzesten. In verschiedenen Studien wer-
den bei vakuumverpacktem Straußenfleisch Lagerzeiten von zehn Tagen angege-
ben. Teils findet auch eine Lagerung im Vakuum über 40 Tage statt. Dies ist aller-
dings nur möglich bei Temperaturen von 0 °C bis - 3 °C. (Capita et al., 2006; 
Fernandez-Lopez et al., 2008; Otremba et al., 1999; P ł w    et al., 2011). 
2.2 Verderb von vakuumverpacktem Fleisch  
2.2.1 Definition und lebensmittelrechtliche Einordnung von Verderb 
Dem Begriff der Mindesthaltbarkeit eines Lebensmittels ist der Begriff des Verderbs 
gegenüberzustellen. Verderb wird im Artikel 14 Absatz 2b der Verordnung (EG) 
Nr. 178/2002           F  m         „        V                             e-
      “      m F         G  ä           G              V             m A      2  
    „              ä     “            . D   v   A       14 A      2           Le-
    m                 „            “                         V               .         
E                L     m           „            “                       ,           e-
zug auf den beabsichtigten Verwendungszweck für den Verbraucher gesundheits-
   ä               „    L     m                          F  m                        
Weise bewirkten Kontamination, durch Fäulnis, Verderb oder Zersetzung ausgehend 
vom beabsichtigten Verwendungszweck für den Verzehr durch den Menschen inak-
  p        w         “. D   unbestimmte R                 „               L    s-
m      “ m           P  x   entsprechend ausgelegt werden.  
 
Gerade beim vakuumverpackten Fleisch ist die Abgrenzung von Reifung und Ver-
derb schwierig, da die Prozesse nicht klar voneinander getrennt werden können, 
sondern ein fließender Übergang besteht. Somit ist die Unterscheidung, ab wann ein 
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Lebensmittel als verdorben gilt, in vielen Fällen nicht eindeutig zu definieren, da ge-
ringe Abweichungen vom frischen Zustand noch nicht als Verderb bezeichnet wer-
den (Wiegner, 1985). Ebenso haben die subjektive Empfindung des Verbrauchers 
sowie kulturell verschiedene Essgewohnheiten einen Einfluss auf die Beurteilung des 
jeweiligen Lebensmittels. Im Allgemeinen können Veränderungen der Fleischober-
fläche, der inneren Beschaffenheit sowie sensorische Auffälligkeiten in Bezug auf 
Geruch und Geschmack, welche zunehmend von der allgemeinen Verkehrs-
auffassung abweichen, als Verderbsprozesse erfasst und bewertet werden. Hierbei 
ist aufgrund substanzieller Veränderungen die Verzehrseignung für den Menschen 
nicht mehr gegeben (Fehlhaber, 2004). 
Bei den Verderbsprozessen können mikrobielle sowie nichtmikrobielle Ursachen un-
terschieden werden.  
2.2.2 Nichtmikrobieller Verderb von vakuumverpacktem Fleisch 
Nichtmikrobielle Faktoren können biologischer, physikalischer und chemischer Natur 
sein (Fehlhaber, 2004). 
 
Von biologischem Verderb wird gesprochen, wenn die Verzehrseignung des Le-
bensmittels durch Parasiten, wie z.B. Milben, Larven, Sarkosporidien und Finnen o-
der aber durch Schädlinge, wie Nagetiere und Insekten herabgesetzt wird. Diese 
können in der Vakuumverpackung einen Verderb verursachen, wenn sie zusammen 
mit dem Fleisch von Verpackungsfolie umhüllt wurden. Während der Lagerung ist der 
äußere Einfluss durch Schädlinge nur bei Zerstörung der Folie möglich. Zum biologi-
schen Verderb zählen auch physiologische Abweichungen wie beispielsweise der 
Sexualgeruch beim Eber (Fehlhaber, 1992; Fehlhaber, 2004; Kiermeier, 1981). 
 
Unter physikalischem Verderb lassen sich zunächst vielfältige Umwelteinflüsse wie 
Luftsauerstoff, Licht, Temperatur und Feuchtigkeit zusammenfassen. Diese können 
zu Farbveränderungen, Austrocknung oder Aufquellen des Produkts führen. Auch 
technologisch bedingte Fehler fallen unter diesen Begriff wie beispielsweise Verkoh-
lung durch zu intensive Erhitzung und der durch fehlerhafte Lagerung entstehende 
Gefrierbrand. Lagerungsbedingte Verunreinigungen durch Staub, Schmutz oder 
Fremdkörper sind ebenso erfasst wie Quetschungen, Druckstellen und Verpa-
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ckungsbeschädigungen durch mechanische Einwirkung (Anonymus, 1999; Fehlha-
ber, 1992; Fehlhaber, 2004). 
Unter dem chemischen Verderb versteht man autolytische Prozesse, welche durch 
fleischeigene Enzyme in den Muskelzellen ablaufen. Neben der Tatsache, dass die-
se am erwünschten Reifungsprozess des Fleischs teilhaben, verursachen sie bei un-
gehinderter Wirkung Verderbserscheinungen. Deren Fortschreiten wird vor allem 
durch eine zu hohe Umgebungstemperatur und den Enzymgehalt des jeweiligen 
Gewebes beeinflusst. Besonderen Einfluss haben zelleigene Enzyme im Bereich des 
Fettverderbs. Hier kommt es durch Lipasen zu Verderbsprozessen, welche auf hyd-
rolytischen, desmolytischen und oxidativen Reaktionen beruhen. Die dabei frei wer-
denden Fettsäuren führen zu einer „R         “     F      (Fehlhaber, 1992; Fehl-
haber, 2004). 
Bei Wildfleisch kann es zu einer besonderen Form des Verderbs kommen, welche 
    „         R      “ bezeichnet wird. Diese tritt auf, wenn das Wild nach dem Erle-
gen nicht unverzüglich und ausreichend gekühlt wird. Durch enzymatische Prozesse 
kommt es zu einer raschen pH-Wertabsenkung, einer kupferroten Verfärbung der 
Muskulatur und zu faulig-muffigem Geruch (Fehlhaber, 1992; Prändl, 1988). 
2.2.3 Mikrobieller Verderb von vakuumverpacktem Fleisch 
Fleisch ist aufgrund seiner Zusammensetzung aus Proteinen, Fetten und Kohlenhyd-
raten ein ideales Nährsubstrat für Verderb verursachende Mikroorganismen (Fehlha-
ber, 2004).  
Entscheidend für die Entwicklung der Verderbsmikrobiota ist unter anderem der aw-
Wert. Ein hoher aw-Wert (0,95 - 1,0) steht für viel ungebundenes Wasser im Fleisch 
und begünstigt somit eine Vermehrung von Mikroorganismen. Bei einer Reifung im 
Vakuumbeutel im Vergleich zum Abhängen kommt es zu keiner Abtrocknung der 
Fleischoberfläche und folglich zu keiner deutlichen Herabsetzung des aw-Werts. So-
mit steht den Mikroorganismen bei vakuumverpacktem Fleisch ausreichend freies 
Wasser zur Verfügung und bietet mit Werten zwischen 0,995 und 0,985 gute Vo-
raussetzungen für die Vermehrung.  
Der pH-Wert hat ebenfalls einen Einfluss auf die Ausprägung der Verderbsmikrobio-
ta. Die bei der Reifung des Fleisches durch die Glykolyse entstehende pH-
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Wertabsenkung verlangsamt die Vermehrung einiger Mikroorganismen, jedoch kann 
ein mikrobieller Verderb nicht gänzlich verhindert werden (Fehlhaber, 2004).  
Auch beeinflussen Außenfaktoren bei der Lagerung die Verderb bedingende Mikro-
biota. Dabei hemmen Kühlung und Einfrieren bzw. Erhitzung das Wachstum vieler 
Mikroorganismen. Allerdings finden sich unter den Verderbserregern auch psychroto-
lerante Mikroorganismen, denen ein Überleben teils auch bei Gefriertemperaturen 
möglich ist. Die Generationsrate ist hier jedoch mit abnehmender Temperatur deut-
lich herabgesetzt (Fehlhaber, 2004; Schmidt-Lorenz, 1979) 
Da nach der Verpackung im Vakuum keine Kontamination des Fleisches mehr statt-
finden kann, ist die Ausgangsituation bezüglich vorhandener Oberflächenkeime des 
Fleisches vor dem Verpacken entscheidend für die im Laufe der Lagerungszeit even-
tuell auftretenden mikrobiellen Verderbsprozesse (Fehlhaber, 1992; Fehlhaber, 2004; 
Sutherland et al., 1975; Tändler und Heinz, 1970b).  
Mikroorganismen verfügen über verschiedene Enzyme zur Verstoffwechselung der 
Substrate. Saccharolytische Prozesse durch Carbohydrasen laufen meist zu Beginn 
der Lagerzeit ab. Allerdings stehen Kohlenhydrate aufgrund der schnellen Verstoff-
wechselung nur begrenzt zur Verfügung. Diese führen durch die Spaltung von Koh-
lenhydraten zur Bildung von CO2, verschiedenen Säuren, Alkohole, Aldehyde, 
Dextrane und Levane. Diese Verderbsprozesse sind gekennzeichnet durch Gasbil-
dung, Säuerung und schleimige Auflagerungen. Proteasen können die in Proteinen 
enthaltenen Aminosäuren zu biogenen Aminen (Histamin, Cadaverin, Indol oder 
Skatol) und H2S oder NH3 zersetzen. Dadurch entstehen teils starke Geruchsabwei-
chungen. Lipolytische Prozesse können durch mikrobielle Lipasen verursacht wer-
den. Eine Umsetzung der Fette in Glycerin und freie Fettsäuren führt zu Geruchs- 
und Geschmacksveränderungen durch das ranzig werden der Fettbestandteile. 
Durch oxidative Vorgänge von Oxidoreduktasen entstehen geruch- und geschmack-
liche Abweichungen sowie Farbveränderungen (Fehlhaber, 1992; Fehlhaber, 2004). 
 
Bei vakuumverpacktem Fleisch entwickeln sich bei längerer Lagerung zunehmend 
Milchsäurebakterien (Kapitel 2.1.2). Milchsäurebakterien können als Starterkulturen 
zur Reifung beitragen und die Geschmacks- und Aromabildung positiv beeinflussen. 
Auch kann durch den gezielten Einsatz bestimmter Spezies der Verderbsprozess 
durch andere Mikroorganismen minimiert werden (Kröckel, 2012; Signorini et al., 
2006). Deshalb ist bei vakuumverpacktem Fleisch ein leichter säuerlicher Geruch 
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und Geschmack typisch und erst bei zunehmender Intensität als Verderb zu beurtei-
len (Seideman und Durland, 1982; Tändler und Heinz, 1970a und b).  
Jedoch können einige Lactobacillus spp. nach einer mehrwöchigen Lagerzeit zu Ge-
schmacks- und Geruchsabweichungen sowie zu einer Gasbildung (CO2) führen. 
Auch zeigen einzelne Stämme durch ihre Fähigkeit, Buttersäure oder Sulfmyoglobin 
zu bilden, ein erhöhtes Verderbspotential. Die Bildung von Sulfmyoglobin führt zu ei-
ner Vergrünung des Fleisches, da hier die Blut- und Muskelfarbstoffe (Hämo- und 
Myoglobin) oxidiert werden. Diese Prozesse verstärken sich mit zunehmender La-
gerzeit und können dann in Abhängigkeit vom Ausmaß der Veränderungen als Ver-
derb bezeichnet werden (Egan, 1983; Gill, 1983; Husband, 1982; Jones, 2004; Shay 
und Egan, 1981; Signorini et al., 2006; Sutherland et al., 1975).  
Für vakuumverpacktes Fleisch finden sich in der VO (EG) Nr. 2073/2005 keine mik-
robiologischen Grenzwerte. Da nicht alle Milchsäurebakterien Verderbsprozesse 
verursachen, sondern auch positiven Einfluss auf die Fleischreifung haben, kann 
nicht alleine aufgrund hoher Keimzahlen auf ein verdorbenes Produkt geschlossen 
werden. Zur Beurteilung des Verderbs von vakuumverpacktem Fleisch muss deshalb 
sowohl die mikrobiologische, als auch die sensorische Untersuchung berücksichtigt 
werden. 
Verderbsprozesse durch Enterobacteriaceen bei unterschiedlichen Fleischarten wer-
den von verschiedenen Autoren beschrieben. Schon Patterson und Gibbs (1978) be-
obachten nicht tolerierbare Verderbsprozesse durch Mikroorganismen bei vakuum-
verpacktem Lammfleisch nach sechs Wochen bei einer Lagerung bei + 7 °C. In die-
sen Proben wurden Clostridien und Enterobacteriaceen vermehrt nachgewiesen. 
Verderbsprozesse, welche mit einer deutlichen Gasbildung einhergehen, werden bei 
vakuumverpacktem Fleisch auch durch Enterobacteriaceen beschrieben (Brightwell 
et al., 2007). Bei vakuumiertem Wildschweinfleisch wurde von Boers und Dijkmann 
(1994) vor allem das Wachstum von Enterobacteriaceen für Verderbsprozesse be-
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2.3 Psychrotolerante Hefen 
2.3.1 Begriffsbestimmung  
D   V        „p y    -“    mm  v     m              W    p y   ò               
kalt oder kühl. Als „psychro   p “      „p y            “ bezeichnet man Mikroorga-
nismen, die bei Kühl- oder Gefriertemperaturen vital bleiben. Im heutigen Sprachge-
       w         m                „p y            “ v  w     . Zeigen sie sogar 
bevorzugt unter diesen Bedingungen eine Vermehrung, so werden sie als psychro-
phil bezeichnet (Morita, 1975).  
Psychrotolerante Mikroorganismen wachsen am besten bei + 25 °C bis + 30 °C. Eine 
mäßige Vermehrung wird jedoch auch bei tieferen (bis - 5 °C) und höheren Tempera-
turen (bis + 35 °C) beobachtet. Bei psychrophilen Organismen liegt das Wachstums-
optimum bei niedrigeren Temperaturen von + 12 °C bis + 15 °C. Deren Vermehrung 
unterbleibt hingegen bei Temperaturen über + 15 °C bis + 20 °C. Auch bei Tempera-
turen um den Gefrierpunkt (+ 5 °C bis - 5 °C) bleiben psychrophile Hefen vital und 
zeigen ein deutliches Wachstum (Fehlhaber, 1992; Schmidt-Lorenz, 1979). 
Im Sprachgebrauch werden die beiden Begriffe teils synonym verwendet, da diese 
nicht allgemein gültig definiert sind. Deshalb liegt dieser Arbeit die Einteilung bezüg-
                 v  w       v   „p y    p   “     „p y            “ entsprechend 
Tabelle 1 zu Grunde. 
Tabelle 1: Einteilung von Mikroorganismen nach ihren Temperaturanforderungen in 
Bezug auf ihr Wachstumsvermögen (nach Anonymus, 1980; Fehlhaber, 
1992; Krämer, 2002; Schmidt-Lorenz, 1979) 
Keimgruppe  
Minimum 




psychrophil - 5 bis + 5 + 12 bis + 15 + 15 bis + 20 
psychrotolerant - 5 bis + 5 + 25 bis + 30 + 30 bis + 35 
mesophil + 5 bis + 10 + 30 bis + 45 + 35 bis + 47 
thermophil + 40 bis + 45 + 55 bis + 65 + 60 bis + 90 
 
Die Abbildung 1 nach De Lorenzo (2010) zeigt die fließenden Übergänge der Wachs-
tumsbereiche von kälteliebenden, mesophilen und thermophilen Mikroorganismen. 
Im Rahmen der Anpassung an vorherrschende Umweltbedingungen können Keime 
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ihr Wachstumsoptimum verändern und beispielsweise von einem mesophilen 
Wachstumsbereich zu einem bevorzugten Temperaturbereich in Gefrierpunktnähe 
übergehen. 
 
Abbildung 1: Unterschiedliche Temperaturbereiche, in denen verschiedene Mikro-
organismen ein Wachstum zeigen (De Lorenzo, 2010) 
2.3.2 Eigenschaften und Vorkommen von psychrotoleranten Hefen 
Hefen gehören in das Reich der Pilze und sind einzellig. Die taxonomische Zuord-
nung von Hefen erfolgt anhand ihrer morphologischen, physiologischen, bioche-
mischen und molekularbiologischen Eigenschaften (Barnett et al., 2000; Deák, 2008; 
Lodder, 1970; Phaff et al., 1966).  
Hefen sind Eumycota und zählen zu den höheren Pilzen (Abbildung 2). Hefen gehö-
ren hierbei den Abteilungen der Ascomycota (Schlauchpilze), Basidiomycota (Stän-
derpilze) und Deuteromycota (Fungi imperfecti) an (Hibbett et al., 2007; Rolle und 
Mayr, 2007).  
Hefezellen haben eine Größe von 6 bis 10 μm. Die Zellen sind rundlich bis oval. 
Wachsen sie auf definierten Nährböden sind die Kolonien meist vom cremiger, 
feuchter oder schleimiger Konsistenz mit weiß-beiger Farbe. Teils kommen auch röt-
liche Pigmente (Rhodotorula spp.) vor (Müller, 1961; Phaff et al., 1966).  
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Abbildung 2: Übersicht über die Systematik der echten Pilze und taxonomische 
Einordnung der Hefen (nach Hibbett et al., 2007; Rolle und Mayr, 
2007) 
Hefen vermehren sich durch Sprossung oder Teilung. Die Sprossung ist ein unge-
schlechtlicher Vermehrungsvorgang, bei der die Mutterzelle eine Tochterzelle durch 
eine Ausstülpung der Zellwand bildet. Die Art der Sprossung ist je nach Spezies ver-
schieden. Eine Sprossung kann an einer Stelle (unipolar), an beiden Polen (bipolar) 
oder sogar an mehreren Stellen (multilateral) der Mutterzelle beobachtet werden 
(Moore, 1998; Müller, 1961; Phaff et al., 1966). Die Mutter- und Tochterzellen können 
sich entweder frühzeitig voneinander trennen oder aber in einem Sprossverband 
verbunden bleiben. Bleiben die Tochterzellen in Verbänden mit den Mutterzellen, fin-
det man auch eine Knospenbildung an Stielen oder eine Elongation der Sprosszel-
len. Es bilden sich hierdurch fadenförmige Zellgeflechte, welche als Pseudomycel 
bezeichnet werden. Auch zeigen einige Hefen ein echtes Mycel durch die Bildung 
von Hyphen. Weiterhin können die Knospungszellen ungeschlechtliche Sporen bil-
den. Es entstehen sog. Artho- bzw. Ballistokonidien durch Septierung der Hyphen 
bzw. durch Abschnürung (Moore, 1998; Müller, 1961; Phaff et al., 1966). 
Neben der ungeschlechtlichen Vermehrung finden sich auch sexuelle Fort-
pflanzungsformen, welche als Ascosporen bezeichnet werden. Die Sporulation findet 
bei Hefen vor allem statt, wenn ein Nährstoffmangel vorliegt. Dabei kommt es zu ei-
ner meiotischen Teilung einer Hefezelle mit dem Ergebnis der Ascusbildung. In Ab-
bildung 3 ist eine Ascuszelle dargestellt, in der sich vier haploide Keimzellen, die As-
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Abbildung 3: Ascosporenbildung einer Hefezelle mit Ascus (1) und Ascospore (2); 
(A = Ascus, eigene, schematische Darstellung; B = Ascus, Bild aus 
eigenen Untersuchungen) 
Zudem kann anhand der Art dieser sexuellen Vermehrung eine taxonomische Eintei-
lung in Ascomyceten (zwei konjugierte, diploide Ascosporen) und Basidiomyceten 
(sexuelle Teliospore und asexuelle Endosporen) vorgenommen werden. Diese zei-
gen eine geschlechtliche Vermehrung, wohingegen bei der Gruppe der Deuteromy-
ceten (Fungi imperfecti) lediglich eine ungeschlechtliche Fortpflanzung beobachtet 
werden kann. Sporen stellen bei Hefen allerdings nicht wie bei Bakterien Dauerfor-
men dar, sondern dienen der Verbreitung. Anhand der Art der Teilung und der Bil-
dung von unterschiedlichen Sporenformen kann eine Hefe beschrieben und katego-
risiert werden (Barnett et al., 2000; Moore, 1998; Müller, 1961; Phaff et al., 1966).  
 
Der aw-Wert hat einen großen Einfluss auf das Vorkommen und Überleben von 
psychrotoleranten Hefen. Der optimale Wert für das Wachstum von Hefen liegt zwi-
schen 0,98 und 0,95. Unterhalb von 0,8 können nur noch wenige Hefen wachsen 
(Deák, 2008). Bezüglich des pH-Werts bevorzugt ein Großteil der Hefen einen leicht 
sauren Bereich zwischen pH 4,5 und 5,5. Über diesen optimalen pH-Wert-Bereich 
hinaus ist das Wachstum auch bei pH 3 bis 8 zwar möglich, aber reduziert (Deák, 
2008). Pitt (1974) beschrieb, dass einige Arten wie beispielsweise Pichia membra-
nifaciens und Kazachstania exiguus sogar in der Lage sind bei pH 1,3 - 1,7 zu wach-
sen. Nach Aono (1990) sind Rhodotorula glutinis und mucilaginosa sowie Cryptococ-
cus laurentii äußerst tolerant gegenüber basischen pH-Werten bis zu 10.  
Hefen können sich sowohl unter aeroben, als auch anaeroben Bedingungen entwi-
ckeln. Die wichtigsten Substrate zur Energiegewinnung bei Hefen sind Kohlenhydra-
te. Dabei können diese bei Anwesenheit von Sauerstoff zu CO2 und Wasser ver-
2 
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stoffwechselt werden. Diese Assimilation kann von jedem einzelnen Hefestamm für 
ein bestimmtes Spektrum an Kohlenstoffquellen stattfinden. Unter anaeroben Ver-
hältnissen kann eine Fermentation (Gärung) von Kohlenhydraten unter Entstehung 
von Alkohol und CO2 erfolgen (Müller, 1961; Phaff et al., 1966).  
 
Die meisten Hefen wachsen bei mittleren Temperaturen von + 24 °C bis + 48 °C, 
wobei es sich meist um mesophile, teils um psychrotolerante Spezies handelt. Ther-
motolerante und thermophile Hefen können bei höheren Temperaturen wachsen. 
Ebenso finden sich psychrophile Hefen, welche auch bei sehr niedrigen Temperatu-
ren eine Vermehrung zeigen (Deák, 2008). Sowohl die psychrophilen als auch die 
psychrotoleranten Mikroorganismen besitzen eine Toleranz gegenüber Kälte und 
bleiben somit auch bei Kühl- oder Gefriertemperaturen lebensfähig und können sich 
sogar vermehren. Auf höhere Temperaturen reagieren sie empfindlich. In Folge des-
sen sinkt die Vermehrungsrate oder die Organismen sterben ab. In der Umwelt sind 
solche Hefen daher bevorzugt in kalten Habitaten zu finden (Deák, 2008; Phaff et al., 
1966). Viele Hefegattungen haben Vertreter mit psychrotoleranten Eigenschaften: 
 
- Bullera  
- Candida  
- Cryptococcus 

















In diesen Gattungen existieren auch einzelne psychrophile Vertreter wie beispiels-
weise Candida austromarina oder Cystofilobasidium capitatum. Die Arten der Gat-
tung Mrakia zeichnen sich alle durch ihr psychrophiles Wachstum aus (Barnett et al., 
2000; Deák, 2008;). 
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2.3.2.1 Psychrotolerante Hefen in der Umwelt 
Psychrotolerante Hefen werden häufig in der Umwelt gefunden, da die in Kapitel 
2.3.2 erwähnten Gattungen unterschiedlichste Habitate besiedeln. Sie bevorzugen 
kühlere Lebensräume und werden daher im Erdboden, im Wasser und auf Pflanzen 
nachgewiesen.  
So wurden unter anderem psychrotolerante und psychrophile Hefen der Gattung 
Cryptococcus, Mrakia und Rhodotorula in Gletschereis der italienischen Alpen (Tur-
chetti et al., 2008) und in Gletscherschmelzwasser in Argentinien (De Garcia et al., 
2007) gefunden.  
2.3.2.2 Psychrotolerante Hefen in Lebensmitteln 
Psychrotolerante Hefen finden sich aufgrund der vorherrschenden, optimalen Nähr-
stoffzusammensetzung und der lagerungsbedingten Umgebungskontamination ei-
gentlich bei frischen Früchten und Gemüse. Dabei finden sich vor allem Hefen der 
Gattungen Candida, Cryptococcus, Debaryomyces, Kluyveromyces, Pichia, Rhodo-
torula (Deák, 2008). In einer Untersuchung von Combina et al. (2008) wurde in Trau-
bensaftkonzentrat ein Zusammenhang mit Verderbsprozessen durch Hefen der Gat-
tung Zygosaccharomyces festgestellt. 
 
Ebenso bieten Lebensmittel tierischen Ursprungs psychrotoleranten Hefen eine gute 
Lebensgrundlage und lassen sich dort zahlreich nachweisen (Tabelle 2). 
 
In Rohmilch sind Hefen als unerwünschte Kontaminanten zu betrachten. Von Engel 
(1986a) wurde hier Cryptococcus curvatus gefunden. Fleet und Mian (1987) wiesen 
Candida spp., Kluyveromyces spp. (heute: Kazachstania) und Rhodotorula spp. in 
pasteurisierter Milch nach.  
 
In Joghurt tauchen Hefen vorrangig als Verderbserreger auf, wobei Verderbsanzei-
chen ab einer Keimzahl von 105 bis 106 KbE/g auftreten und sich vor allem in Gasbil-
dung äußern (Fleet, 1990). In Untersuchungen von Fleet und Mian (1987) wurden bis 
zu 107 KbE/g Hefen gefunden. Dominierend waren auch hier ähnlich wie in Milch 
Candida spp. und Kluyveromyces spp. (heute: Kazachstania). In fermentierten 
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Milchprodukten aus China wurden von Bai et al. (2010) häufig Hefen der Gattungen 
Kluyveromyces (heute: Kazachstania) nachgewiesen. Weiterhin wurden Hefen der 
Gattungen Rhodotorula, Candida, Geotrichum, Debaryomyces, Yarrowia und Pichia 
gefunden. Auch wurde in Joghurt von Moreira et al. (2001) psychrophile Hefen der 
Gattung Mrakia nachgewiesen. 
 
Neben Milch und Joghurt sind Hefen häufig in Käse nachweisbar (Tabelle 2). Jedoch 
spielen Hefen in verschiedenen Käsesorten eine Rolle bei der Reifung und Aromabil-
dung, können jedoch auch zu Verderbserscheinungen führen, welche meist mit Ge-
ruchs- und Geschmacksabweichungen, Veränderungen in der Konsistenz oder mit 
Gasbildung einhergehen (Fleet, 1990). In einer umfassenden Studie von Prillinger et 
al. (1999) wurden Debaryomyces hansenii sowie Yarrowia lipolytica isoliert. Verderb 
durch Hefen wurde bei Frischkäse beschrieben. In diesem Zusammenhang nachge-
wiesene Hefen stammten aus der Gattung Candida, Pichia, Yarrowia, De-
baryomyces, Cryptococcus und Rhodotorula (Engel, 1986b; Westall und Filtenborg, 
1998).  
 
Ebenso wie in Milchprodukten finden Hefen in Fisch und Meeresfrüchten ein ideales 
Substrat, weshalb sie regelmäßig auf diesen Produkten nachgewiesen werden kön-
nen. Es kommen Hefen der Gattungen Debaryomyces, Candida, Rhodotorula, Pichia 
und Cryptococcus vor (Diriye et al., 1993; Ross und Morris, 1965). Kobatake et al. 
(1992) wies bei gekühlten Meeresfrüchten psychrophile Hefen der Gattung Yarrowia, 
Debaryomyces, Cryptococcus, Rhodotorula, Sterigmatomyces und Trichosporon 
nach. Hier sind Hefen als Kontaminanten anzusehen, wobei besonders bei Yarrowia 
lipolytica ein Verderbspotential durch Proteolyse erwartet werden kann. Die psychro-
phile Hefe Candida curiosa (heute: Mrakia frigida) wurde von Komagata und Nakase, 
(1965) erstmals auf Fisch beschrieben (Tabelle 2). 
 
Bei Fleischerzeugnissen werden häufig Hefen nachgewiesen (Tabelle 2). Auch in 
Produkten mit hohem Salzgehalt, wie Schinken oder Speck, können sich Hefen teils 
gut vermehren (Phaff et al., 1966). Die Gattungen Debaryomyces, Candida, Cryp-
tococcus, Rhodotorula, Rhodosporidium (auch: Cystofilobasidium) und Sporidiobolus 
konnten im Rahmen einer Studie über trocken gesalzene Fleischerzeugnisse aus 
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Norwegen nachgewiesen werden, wobei Debaryomyces hansenii und Candida zey-
lanoides die dominierenden Spezies darstellten (Asefa et al., 2009). In einer Unter-
suchung von Nielsen et al. (2008) wurden verschiedene Fleischprodukte auf das 
Vorkommen von Hefen untersucht. Es zeigte sich auch hier, dass Hefen trotz hoher 
Salzkonzentrationen in den Produkten regelmäßig nachgewiesen wurden. In diesen 
Erzeugnissen, welche unter modifizierter Atmosphäre (0,5 % O2, 20 % CO2 und 
79,5 % N2) verpackt wurden, konnte die Hefenzahl auf bis zu 10
6 KbE/g ansteigen. 
Von Dalton et al. (1984) wurden als dominierende Spezies in Würstchen und Hack-
fleisch Debaryomyces hansenii, Candida zeylanoides und Pichia membranifaciens 
nachgewiesen.  
In Fleischprodukten treten Hefen überwiegend unerwünscht und als Verderbserreger 
auf. Sie verursachen hier meist Oberflächenauflagerungen, Verfärbungen, Ge-
schmacksabweichungen und eine Gasbildung (Loureiro und Querol, 1999). Teils tra-
gen Hefen jedoch auch zur Reifung und Geschmacksentwicklung von Fleischer-
zeugnissen bei. Simoncini et al. (2007) erwähnt eine Ausbildung des typischen Aro-
mas von trocken gesalzenem italienischem Schinken unter anderem v. a. durch De-
baryomyces spp.  
 
Auch auf Fleisch werden psychrotolerante Hefen verschiedener Gattungen nachge-
wiesen (Tabelle 2). In den oben erwähnten Untersuchungen von Fleischerzeugnis-
sen von Nielsen et al. (2008) und Asefa et al. (2009) konnten im Ausgangsmaterial 
(verschiedene Teilstücke von Lamm-, Rind- und Schweinefleisch) dieselben He-
fespezies wie in den hergestellten Fleischprodukten nachgewiesen werden. Es fan-
den sich vor allem Candida zeylanoides, Candida alimentaria, Debaryomyces han-
senii und Trichosporon lignicola im Rohmaterial. Vereinzelt wurden Candida galli, 
Rhodotorula creatinivora und Yarrowia lipolytica isoliert. Somit kann davon ausge-
gangen werden, dass die nachgewiesenen Hefen keine Kontamination der Endpro-
dukte darstellen, sondern bereits mit dem Rohmaterial aus dem Schlachthof einge-
tragen werden. Untersuchungen von Baxter und Illston (1976 und 1977) zeigen, dass 
die Hefenpopulation von Fleisch stark der Population in der Umgebung und auf den 
Schlachttieren ähnelt. Die Eintragung scheint somit vorwiegend über die Umwelt und 
die Felle oder Häute der Schlachttiere zu geschehen (Dillon und Board, 1991). Auf 
den Schlachttierkörpern wurden hier überwiegend Hefen der Gattung Torulopsis, 
Rhodotorula, Candida und Cryptococcus nachgewiesen.  
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Bei Lammfleisch wurde durch Dillon et al. (1991) ein ähnlicher Eintragsweg vermutet. 
Hier wurden auf den Viehweiden, dem Fell, den Schlachttierkörpern und weiterverar-
beitetem Lammfleisch Candida spp., Cryptococcus spp. und Rhodotorula spp. ge-
funden. Auf Lammfleisch, welches bei - 5 °C gelagert wurde, konnten Cryptococcus 
laurentii und infirmominimatus sowie Trichosporon pullulans und Candida zeylanoi-
des gefunden werden (Lowry und Gill, 1984).  
 
Auf Geflügelfleisch und Geflügelfleischerzeugnissen finden sich Hefen der Gattungen 
Candida, Rhodotorula, Trichosporon und Yarrowia (Diriye et al., 1993). Untersu-
chungen von Viljoen et al. (1998) während und nach der Schlachtung von Geflügel 
zeigen eine ähnliche Population. Von Ismail et al. (2000 und 2006) wurde Candida, 
Cryptococcus, Cystofilobasidium, Debaryomyces, Rhodotorula, Trichosporon und 
Yarrowia spp. auf Geflügelfleisch und Geflügelfleischprodukten nachgewiesen. Dabei 
zeigte Yarrowia lipolytica proteo- und lipolytische Verderbseigenschaften. Candida 
zeylanoides zeigte nur eine leichte lipolytische Aktivität.  
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Tabelle 2: Übersicht über das Vorkommen von psychrotoleranten Hefegattungen auf 
verschiedenen tierischen Lebensmitteln (nach Asefa et al., 2009; Bai et 
al., 2010; Baxter und Illston, 1976 und 1977; Dalton et al., 1984; Deák, 
2008; Dillon et al.,1991; Dillon und Board, 1991; Diriye et al., 1993; En-
gel, 1986a; Engel, 1986b; Fleet, 1990; Fleet und Mian,1987; Ismail et al., 
2000 und 2006; Kobatake et al.,1992; Komagata und Nakase, 1965; 
Lowry und Gill, 1984; Moreira et al., 2001; Nielsen et al., 2008; Phaff et 
al., 1966; Prillinger et al., 1999; Ross und Morris, 1965; Simoncini et al., 
2007; Viljoen et al.,1998; Westall und Filtenborg, 1998) 




Candida X X X 
Cryptococcus X X X 
Cystofilobasidium    
(auch: Rhodosporidium) 
  X 
Debaryomyces X X X 
Geotrichum X   
Kluyveromyces X   
Mrakia  X  
Pichia  X X 
Rhodotorula X X X 
Sporidiobolus   X 
Sterigmatomyces  X  
Torulopsis   X 
Trichosporon  X X 
Yarrowia X  X 
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2.3.2.3 Psychrotolerante Hefen in vakuumverpacktem Fleisch 
Über das Vorkommen von psychrotoleranten Hefen in vakuumverpacktem Fleisch 
existieren wenige Untersuchungen.  
Kröckel (2012) weist in einer Studie nach, dass Hefen auf vakuumverpacktem Rind-
fleisch über die gesamte Lagerzeit von 42 Tagen auch bei Beimpfung mit Schutzkul-
turen aus Milchsäurebakterien eine kontinuierliche Vermehrung zeigen.  
In einer Untersuchung von Kabisch et al. (2010) wurden die Hefen Candida sake, 
Candida zeylanoides, Cryptococcus curvatus, Cryptococcus laurentii und Debaryo-
myces hansenii auf vakuumverpacktem Rindfleisch nachgewiesen. Hierbei wurden 
erstmals auch psychrophile Hefen der Gattung Mrakia auf Fleisch detektiert. 
Auf vakuumverpackten Straußenfleischsteaks lassen sich bis zu 104 KbE/g Hefen 
und Schimmelpilze nachweisen (Alonso-Calleja et al., 2004). Es fanden jedoch hier 
keine weiteren Speziesdifferenzierungen der nachgewiesenen Hefen statt. 
Bei vakuumverpacktem Lammfleisch (Patterson und Gibbs, 1978) wurden bislang 
nur vereinzelt Hefen gefunden, während sich über das Vorkommen von Hefen in va-
kuumverpacktem Wildfleisch keine Daten finden. 
Es liegen jedoch keine Untersuchungen über einen Fall von Verderb durch psychro-
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2.3.3 Nachweis und Identifizierung psychrotoleranter Hefen 
2.3.3.1 Kolonie- und Zellmorphologie 
Zur Anzucht und Differenzierung von Hefen gibt es eine Reihe an Selektivnährböden. 
Diese fördern das Wachstum von Hefen und unterdrücken außerdem die Vermeh-
rung von Bakterien und Schimmelpilzen. Als Grundmedium für die Anzucht von He-
fen stehen Malzextrakt-Agar (MEA), Hefeextrakt-Glucose-Agar, Sabouraud-Glucose-
Agar und Medien, welche pflanzliche Stärke (z.B. aus Kartoffel oder Mais) und eine 
Kohlenstoffquelle enthalten, zur Verfügung (Anonymus, 2012a; Deák, 2008; Phaff et 
al., 1966; van der Walt, 1970; Yarrow, 1998). Um das Wachstum der meisten Bakte-
rien zu verhindern, kann zum einen eine Ansäuerung der Nährmedien, zum anderen 
der  Zusatz eines Antibiotikums (z.B. Chloramphenicol, Novobiocin oder Oxytetracyc-
lin) erfolgen (Boekhout et al., 1994; Deák, 2008; Yarrow, 1998). Durch die Beimi-
schung eines Farbstoffs kann eine Differenzierung der Hefen durch die unterschiedli-
che Aufnahme der Farbpigmente in die Hefekolonien erfolgen (Boekhout et al., 
1994). Die Hefen zeigen je nach Art des Nährbodens eine unterschiedliche Kolo-
niemorphologie. Sowohl die Koloniegröße als auch die Form, Farbe und Konsistenz 
der Kolonien unterscheiden sich und sind charakteristisch für die jeweilige Spezies 
auf den einzelnen Nährböden (Barnett et al., 2000; Yarrow, 1998).  
Durch die Untersuchung der Hefezellen mittels Licht- oder Elektronenmikroskop kön-
nen für die einzelnen Arten die Zellgröße und -form angegeben werden. Es lassen 
sich auch verschiedene Formen der Zellteilung und Sporenbildung nachweisen, 
durch welche eine Spezies charakterisiert werden kann (Anonymus, 2012a; Barnett 
et al., 2000; Lodder, 1970; Phaff et al., 1966; Yarrow, 1998). 
2.3.3.2 Fourier-Transformations-Infrarotspektroskopie  
Bei der Fourier-Transformations-Infrarotspektroskopie (FTIR) handelt es sich um ei-
ne spezielle Form der Interferenzspektroskopie. Hierbei wird von der zu untersu-
chenden Hefe eine Zellsuspension hergestellt, von der ein Tropfen auf eine spezielle 
Zink-Selenit-Platte aufgetragen und getrocknet wird. Diese Probe wird dann in den 
Infrarotstrahlengang eingebracht. Aus dem so erhaltenen Interferogramm wird mittels 
sogenannter Fourier-Transformation ein Spektrum generiert, welches mit einer Da-
tenbank abgeglichen werden kann. Aus dieser Clusteranalyse wird die spektrale Dis-
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tanz zwischen unterschiedlichen Referenzen ermittelt, wodurch eine Einordnung und 
Identifizierung möglich ist. Die Identifizierung mittels FTIR ist eine schnelle und kos-
tengünstige Möglichkeit, eine große Isolatanzahl zu identifizieren. Grundlage hierfür 
ist eine umfassende Datenbank von Referenzspezies. Bei nicht eindeutiger Spezies-
zuordnung können auf Grund der spektralen Distanz dennoch Aussagen über Ver-
wandtschaftsverhältnisse und Gattungszugehörigkeiten getroffen werden (Kümmerle 
et al., 1998; Wenning et al., 2002). 
2.3.3.3 Molekularbiologische Untersuchung 
Die molekularbiologische Untersuchung von Hefen lässt eine schnelle und zuverläs-
sige Identifizierung zu. Bei Hefen werden vor allem zwei DNA-Regionen hierfür her-
angezogen. Die D1/D2-Domäne am 5`-Ende der großen Untereinheit (26S) besitzt 
viele Substituenten, wodurch eine Unterscheidung verschiedener Spezies möglich ist 
(Fell et al., 2000; Kurtzmann, 1998; Kurtzmann und Blanz, 1998; Kurtzmann und 
Robnett, 1998). Des Weiteren wird die ITS-Domäne zur molekularbiologischen Iden-
tifizierung verwendet (Diaz und Fell, 2000; White et al., 1990). Ein Abgleich der DNA-
Sequenzen mit entsprechenden Datenbanken (z.B. NCBI und CBS) bringt eine ein-
deutige Zuordnung. Ist die DNA-Sequenz der untersuchten Hefe nicht in der Daten-
bank vorhanden, lässt sich gegebenenfalls anhand des Übereinstimmungsgrades mit 
verwandten Spezies eine Einordnung der Gattung vornehmen. Für einige humanpa-
thogene Candida spp. existieren speziesspezifische Sonden, durch die eine schnelle 
Detektion möglich ist (Fell, 1993; Mannarelli und Kurtzmann, 1998). 
2.3.3.4 Physiologische Charakterisierung 
Bei der Identifizierung von Hefen mittels biochemischer Verfahren wird die Verwer-
tung verschiedener Kohlenstoff- und Stickstoffquellen überprüft und mit Referenz-
stämmen verglichen. Auch die Fähigkeit der Hefen bei unterschiedlichen NaCl-, Glu-
cose-, Chlorheximid- und Säurekonzentrationen sowie in vitaminfreiem Medium zu 
wachsen wird getestet. Als Charakteristikum wird auch eine Umsetzung von Harn-
stoff mittels Ureasetest herangezogen (Barnett et al., 2000; Boekhout et al, 1994; 
Yarrow, 1998). 
Die Assimilationstests mit verschiedenen Kohlenstoff- und Stickstoffquellen können 
sowohl mittels flüssiger oder fester Medien durchgeführt werden. Auf festen Medien 
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kommt eine auxanographische Methode zum Einsatz, wobei die Hefezellen in einen 
Grundagar (entweder Stickstoff- oder Kohlenstoffgrundagar) suspendiert und gegos-
sen werden. Auf diesen Agar werden die einzelnen Testsubstanzen in kristalliner 
Form aufgebracht. Ein Wachstum der Hefen im Bereich der einzelnen Quellen nach 
entsprechender Inkubation zeigt die Fähigkeit der Verstoffwechselung an (Barnett et 
al., 2000; Beijerinck, 1889; Yarrow, 1998). Ursprünglich wurden die Assimilations-
tests in flüssigen Medien in Durham-Röhrchen durchgeführt. Dabei wird eine Grund-
lösung (entweder Stichstoff- oder Kohlenstoffgrundlösung) mit einer definierten Men-
ge einer Kohlenstoff- oder Stickstoffquelle versetzt und eine Suspension der zu tes-
tenden Hefe zugesetzt. Nach der Inkubation von etwa zwei bis vier Wochen erfolgt in 
definierten Abständen eine Beurteilung der Vermehrungsfähigkeit der Hefespezies 
anhand der Trübung der Lösung. Diese beiden Techniken der Assimilationstests sind 
sehr zeit- und materialaufwändig (Barnett et al., 2000; Barnett und Ingram, 1955; Bei-
jerinck, 1889; Wickerham und Burton, 1948; Yarrow, 1998). 
Als vereinfachte Systeme sind API-Teststreifen erhältlich. Diese sind jedoch nicht 
primär für lebensmittelrelevante Hefen, sondern viel mehr auf humanpathogene He-
fen ausgelegt. Somit ist keine zuverlässige Identifizierung der Hefen aus Lebensmit-
teln garantiert (Török und King, 1991). 
Alternativ können für die Untersuchungen zur Verstoffwechselung verschiedener 
Substanzen Mikrotiterplatten verwendet werden. Der Versuchablauf ist ähnlich der 
Durchführung in Durham-Röhrchen, jedoch wird für die Befüllung der Wells der 
Mikrotiterplatten ein geringeres Volumen verwendet. Dies reduziert den Arbeitsauf-
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2.4 Reinigung und Desinfektion zur Inaktivierung von Hefen 
2.4.1 Gesetzliche Vorgaben und Begriffsbestimmung 
Im EU-Hygienepaket werden durch die Verordnung (EG) Nr. 178/2002 allgemeine 
Grundsätze und Anforderungen des Lebensmittelrechts vorgegeben. Dabei regelt 
Verordnung (EG) Nr. 852/2004 die allgemeine Hygiene in Lebensmittelbe- und ver-
arbeitenden Betrieben, wohingegen Verordnung (EG) Nr. 853/2004 sich auf die spe-
zifischen Hygienevorschriften für Lebensmittel tierischen Ursprungs bezieht. Mikro-
biologische Kriterien für Lebensmittel finden sich in der Verordnung (EG) 
Nr. 2073/2005. Im Rahmen dieser gesetzlichen Grundlagen wird gefordert, dass Le-
bensmittelunternehmer Anlagen und Ausrüstungen in angemessener Weise reinigen 
und desinfizieren und die Lebensmittel unter angemessenen Hygienebedingungen 
hergestellt werden müssen. 
Der Begriff der Reinigung stellt die Entfernung unerwünschter Substanzen von Ober-
flächen, Räumen, Vorrichtungen und Geräten dar. Als     „V             Abtötung 
von Mikroorganismen auf ein Niveau, das weder gesundheitsschädlich ist, noch die 
Qualität der Lebensmittel beeinträ      “ wird der Begriff der Desinfektion nach DIN 
10516 (2009) definiert. Bezogen auf die Keimzahl wird bei Desinfektion eine Reduk-
tion um mehrere log-Stufen angesehen (Anonymus, 2006a). 
Bei sämtlichen Hygienekonzepten geht allen Desinfektionsmaßnahmen eine gründli-
che Reinigung voran. Dies ist besonders in Schlacht- und Zerlegebetrieben notwen-
dig, da sich durch die tierischen Eiweiße Biofilme auf den Oberflächen von Wänden, 
Arbeitsgeräten und -flächen bilden. Dadurch sind Mikroorganismen gegenüber Rei-
nigungs- und Desinfektionsmaßnahmen weniger leicht angreifbar (Schliesser, 1981).  
2.4.2 Reinigungs- und Desinfektionstechniken 
Um Hefen mittels Hitzeeinwirkung zu inaktivieren, bedarf es einer Temperatur zwi-
schen + 55 °C und + 65 °C. Die Dauer der notwendigen Einwirkzeit ist abhängig von 
der Temperatur und liegt bei + 55 °C bei 5 bis 10 Minuten sowie bei + 65 °C unter ei-
ner Minute. Die Werte variieren je nach Spezies und Stamm der entsprechenden He-
fe (Deàk, 2008).  
Im Gegensatz zur Hitzeeinwirkung kommt es bei der Kälteexposition der Hefezellen 
nicht so rasch zu einem Absterben der Zellen. Die Zahl der vitalen Zellen nimmt zwar 
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im Laufe des Gefrierprozesses deutlich ab, jedoch tolerieren psychrophile Spezies 
auch sehr niedrige Temperaturen bis zu - 5 °C. Allerdings führen gerade bei meso- 
und thermophilen Hefen Kühl- und Gefriertemperaturen zu einem zunehmend ver-
langsamten Wachstum. Eine Abtötung durch eine entsprechende Kühlung oder 
durch Tiefgefrieren ist besonders bei psychrotoleranten und psychrophilen Organis-
men nicht sichergestellt (Deàk, 2008).  
Neben der Hitzeeinwirkung und der Kälteexposition stehen zahlreiche, chemische 
Mittel für die Inaktivierung von Hefen zur Verfügung. Grundlegend für eine zufrieden-
stellende Reinigung und Desinfektion unter Verwendung von chemischen Methoden 
ist die Beachtung der für das jeweilige Produkt vorgeschriebenen Konzentration, 
dessen Einwirkzeit und ein ausreichendes Nachspülen mit Trinkwasser zur Vermei-
dung von Rückständen. Die Wirksamkeit von Desinfektionsmitteln kann durch ver-
schiedene Faktoren beeinträchtigt bzw. beeinflusst werden. Der Eiweißfehler mindert 
vor allem bei chlor- und bromabspaltenden Verbindungen, Iodophoren und Peroxid-
verbindungen die Wirkung. Auch die Wasserhärte, die Temperatur (Kältefehler), der 
pH-Wert und das Maß an Verschmutzung beeinträchtigt die desinfizierende Wirkung 
verschiedener Präparate. Die Einwirkzeit hat ebenfalls einen entscheidenden Ein-
fluss auf die Wirksamkeit. Mit steigender Konzentration der Produkte nimmt zudem 
die Abtötungsrate von Mikroorganismen zu. Je nach Art der vorhandenen Mikroorga-
nismen haben die oben genannten Faktoren unterschiedlich starke Auswirkungen 
auf die Wirksamkeit des Desinfektionsmittels (Anonymus, 2012b; Deàk, 2008; 
Schliesser, 1981). 
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3 Eigene Untersuchungen 
3.1 Material 
3.1.1 Hefestämme 
Es wurden mehrere Stämme aus der Deutschen Sammlung für Mikroorganismen und 
Zellkulturen GmbH, Braunschweig (DSMZ) und dem Centraalbureau voor Schim-
melcultures, Utrecht (CBS) bezogen. Diese wurden aufgrund ihrer Verwandtschaft zu 
den nicht eindeutig identifizierbaren Isolaten gewählt und dienten als Referenzstäm-
me für die Sequenzierung und die biochemischen Tests. Für die Challenge- und Des-
infektionsmittelversuche wurden Isolate aus der Stammsammlung des Max Rubner-
Instituts, Kulmbach (MRI) verwendet, welche ebenfalls von vakuumverpacktem 
Fleisch isoliert wurden. Die Hefen wurden mittels FTIR untersucht und als Referenz-
stämme in die Datenbank aufgenommen. Alle Stämme sind in Tabelle 3 aufgeführt. 
Tabelle 3: Übersicht über die verwendeten Hefereferenzstämme 
Spezies Bezeichnung Stammnummer MRI 
Candida sake Isolat MRI H 399 
Candida zeylanoides Isolat MRI H 384 
Candida zeylanoides Isolat MRI H 385 
Kazachstania lodderae CBS 2757 H 405 
Kazachstania servazii CBS 4311 H 406 
Kazachstania unispora CBS 398 H 439 
Mrakia frigida DSMZ 4634 H 397 
Mrakia frigida gelida DSMZ 70882 H 398 
Mrakia gelida Isolat MRI H 378 
Mrakia gelida Isolat MRI H 379 
Mrakia spp. Isolat MRI H 380 
Rhodotorula glutinis Isolat MRI H 392 
CBS: Centraalbureau voor Schimmelcultures, Utrecht 
DSMZ: Deutsche Sammlung von Mikroorganismen und Zellkulturen, Braunschweig 
MRI: Max Rubner-Institut, Kulmbach 
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3.1.2 Probenmaterial 
Das vakuumverpackte Fleisch wurde aus regionalen Metzgereien, Supermärkten, 
dem Großhandel und Schlachthöfen erworben und anschließend zur Untersuchung 
ohne Unterbrechung der Kühlkette ins Labor transportiert. Die Herkunft der Proben 
war überwiegend aus Deutschland, jedoch stammten einzelne Proben auch aus Ar-
gentinien, Südafrika, Schweiz, USA, Irland, Neuseeland und Frankreich. Bei dem be-
probten Fleisch handelte es sich größtenteils um Rindfleisch, jedoch wurde auch 
Wild-, Lamm- und Straußenfleisch untersucht (Tabelle 4). Jede Fleischprobe erhielt 
eine eindeutige Codierung. 
Tabelle 4: Übersicht über Fleischart und Anzahl der Proben der Marktstudie 
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3.2 Methoden 
3.2.1 Marktstudie über vakuumverpacktes Fleisch 
Das handelsübliche, vakuumverpackte Fleisch wurde einer visuellen und sensori-
schen Prüfung unterzogen. Weiterhin wurden die Proben auf ihre allgemeine mikro-
biologische Beschaffenheit anhand der Bestimmung der aeroben, mesophilen Keim-
zahl, der Milchsäurebakterien, der Enterobacteriaceen und der Pseudomonaden so-
wie auf das Wachstum von Hefen und Schimmelpilzen bei unterschiedlichen Tempe-
raturen (+ 4 °C und + 25 °C) untersucht. Zudem wurde der Fleischtropfsaft bakterio-
skopisch beurteilt und physikalische Parameter, wie der pH-Wert und der aw-Wert, 
bestimmt (Abbildung 4).  
 
 
Abbildung 4: Übersichtsschema über die Vorgehensweise bei der Untersuchung 
der vakuumverpackten Fleischproben der Marktstudie 
3.2.1.1 Sensorische Prüfung 
Die verpackten Proben wurden zunächst visuell überprüft und eine eventuelle Gas-
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wurde im Rahmen einer einfach beschreibenden, sensorischen Prüfung sowohl Far-
be, Geruch und Konsistenz des Fleisches als auch Farbe und Geruch des Tropfsaf-
tes beurteilt (ASU L 00.90-6, 1997).  
3.2.1.2 Bakterioskopische Untersuchung  
Mittels einer sterilen Impföse wurde ein Tropfen des Fleischsaftes auf einen Objekt-
träger aufgetragen, ein Deckglas aufgelegt und als Nativpräparat im Lichtmikroskop 
betrachtet. Die Zusammensetzung der mikrobiologischen Population (Hefen, Kokken, 
Stäbchen) wurde protokolliert. 
3.2.1.3 Bestimmung des pH- und aw-Werts 
Zur pH-Wert-Messung wurde die Einstab-Glaselektrode des pH-Meters (pH 526, 
WTW) in die Fleischprobe eingestochen und der Wert nach 30 Sekunden abgelesen. 
Je Probe wurde an zwei unterschiedlichen Stellen gemessen und das arithmetische 
Mittel gebildet. Das Messgerät wurde arbeitstäglich mit Referenzlösungen (pH 4,00 
und 7,00) bei Raumtemperatur kalibriert. 
Unter Vermeidung von Lufteinschlüssen wurde die mit einer Moulinette fein zerklei-
nerte Fleischprobe in das dafür vorgesehene Messgefäß gefüllt. Das Gefäß wurde in 
ein aw-Kryometer (AWK-20, NAGY) eingebracht und der Messwert dokumentiert. Je 
Fleischprobe wurden zwei Messungen durchgeführt und das arithmetische Mittel be-
stimmt (Rödel et al., 1989). 
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3.2.1.4 Mikrobiologische Untersuchung 
Zunächst wurde die Vakuumverpackung mittels einer sterilen Schere geöffnet und 
die Fleischoberfläche für die Probenahme zugänglich gemacht. Anschließend erfolg-
te auf einer Fläche von 20 cm² das Abtragen der oberflächlichen Schicht des Flei-
sches (2 mm) mit einem sterilem Skalpell und einer sterilen Pinzette. Diese abgetra-
gene Schicht wurde mit 20 ml 0,85 %iger NaCl-Lösung im Stomacher homogenisiert. 
Im Anschluss wurde eine dezimale Verdünnungsreihe dieser Lösung hergestellt. Aus 
den jeweiligen Verdünnungsstufen wurden je 0,1 ml der Lösung auf verschiedene 
Nährböden aufgebracht und ausplattiert. Je Fleischprobe wurden zwei Untersu-
chungsansätze durchgeführt. Jeder Nährboden wurde anschließend entsprechend 
inkubiert (Tabelle 5). 
Tabelle 5: Nährmedien und deren Inkubationsbedingungen für die mikrobiologische 
Untersuchung 
Keimspektrum Nährboden Temperatur Zeit 
Aerobe, mesophile Keimzahl STD I-Agar + 30 °C 48 Stunden 
    
Milchsäurebakterien MRS-Agar + 30 °C 48 Stunden 
Enterobacteriaceen DHL-Agar + 30 °C 24 Stunden 
Hefen und Schimmelpilze MEA+-Agar + 25 °C 48 Stunden 




-Agar: Malzextrakt-Agar + Novobiocin 
MRS-Agar: Lactobacillus-Agar nach de Man, Regosa und Sharpe 
STD I-Agar: Standard I-Agar 
 
Zur Ermittlung der Pseudomonadenkeimzahl wurden alle auf dem DHL-Agar ge-
wachsenen Kolonien mit CO-Reagenz nach Gaby und Hadley (1957) überschichtet. 
Die Kolonien wurden als Oxidase-positiv beurteilt, wenn sie sich innerhalb einer Mi-
nute blau verfärbten und somit als Pseudomonaden erfasst.  
Die Bebrütung der MEA+-Platten bei + 25 °C und + 4 °C wurde zur Selektion von 
mesophilen und psychrotoleranten Hefen aus den Proben gewählt.  
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Die Keimzahl der jeweiligen Agarplatten wurde dabei mit Hilfe nachfolgender Formel 
berechnet (ASU L 00.00-88, 2004). 
 
   
∑  
                 
     
 
        gewogenes, arithmetisches Mittel der Koloniezahlen (KbE/cm²) 
∑  Summe der Kolonien aller Platten, welche zur Berechnung herangezo-
gen werden (niedrigste und nächsthöhere auswertbare Verdünnungsstu-
fe) 
            Plattenanzahl der niedrigsten, auswertbaren Verdünnungsstufe 
            Plattenanzahl der nächsthöheren Verdünnungsstufe 
       Verdünnungsfaktor der niedrigsten, auswertbaren Verdünnungsstufe 
3.2.2 Untersuchung isolierter Hefen 
Sämtliche Hefeisolate, die nach Kultivierung bei + 4 °C gewonnen wurden, wurden 
entsprechend der Vorgehensweise in Abbildung 5 weiter differenziert. Dazu erfolgte 
eine Vereinzelung der Isolate auf MEA+- (Malzextrakt), GYP- (Glucose-Yeastextract) 
und YCG-Agar (Yeastextract-Chloramphenicol-Glucose). Um eine Differenzierung in 
psychrophile und psychrotolerante Spezies vorzunehmen, wurde die Wachstumsfä-
higkeit bei + 4 °C und + 25 °C überprüft. Neben einer morphologischen Koloniebe-
schreibung auf den verschiedenen Nährböden fand auch eine lichtmikroskopische 
und elektronenmikroskopische Untersuchung der Hefezellen statt. Nach der FTIR-
Untersuchung wurden die Isolate zur Bestätigung sequenziert. Konnte eine Hefe 
auch durch die Sequenzanalyse nicht identifiziert werden, wurden umfangreiche, bio-
chemische Tests durchgeführt. 
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Abbildung 5: Übersicht über die Vorgehensweise bei der Untersuchungen der 
isolierten Hefen (GYP = Glucose-Yeastextract-Pepton-Agar; MEA+ = 
Malzextrakt-Agar + Novobiocin; YGC = Yeastextract-Glucose-Chlor-
amphenicol-Agar + Bromphenol-blau) 
3.2.2.1 Isolierung und Stammhaltung der Hefekolonien 
Die isolierten, psychrotoleranten Hefen wurden bei + 4 °C über sieben Tage auf 
MEA+-Agar angezüchtet und gelagert, wobei in regelmäßigen Abständen eine Über-
impfung der Kulturen erfolgte, um eine Arbeit mit frischen Kulturen zu gewährleisten. 
Die Ausstriche wurden visuell überprüft und lichtmikroskopisch untersucht, um die 
Reinheit der Isolate zu gewährleisten. Außerdem wurden Gefriertrockungspräparate 
für eine dauerhafte Aufbewahrung in der Stammsammlung des MRI hergestellt.  
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3.2.2.2 Morphologie der Hefekolonien 
Mittels Dreiösenaustrich wurde jedes Isolat auf einen GYP-, MEA+- und YGC-
Nährboden subkultiviert und nach der Inkubation bei + 4 °C über 14 Tage die Mor-
phologie der Kolonien (Farbe, Größe, Form, Rand, Profil, Oberfläche und Konsis-
tenz) beschrieben. Die Hefen wurden anhand dieser Beschreibung in Gruppen mit 
gleicher morphologischer Struktur eingeteilt.  
3.2.2.3 Temperaturabhängiges Wachstum 
Das Wachstum der einzelnen Hefestämme wurde zudem bei + 4 °C und + 25 °C un-
tersucht.  
War nach 14 Tagen Inkubation mit den entsprechenden Temperaturen kein Bewuchs 
der Platten festzustellen, wurde das Ergebnis als fehlendes Wachstum gewertet. 
Konnte in einigen Bereichen eine Zunahme des ausgestrichenen Koloniematerials 
und die Entstehung kleiner Kolonien beobachtet werden, wurde es als schwaches 
Wachstum dokumentiert. Ein deutliches Wachstum war gegeben, wenn große, deut-
lich sichtbare Kolonien (> 2 mm) gefunden wurden. Bei einem Wachstum der Hefen 
bei + 4 °C und einem fehlenden Wachstum bei + 25 °C wurden sie als psychrophil 
kategorisiert. Wuchsen sie auch bei + 25 °C, zählten sie als psychrotolerant.  
3.2.2.4 FTIR-Untersuchung  
Als Vorbereitung für die Untersuchung mittels FTIR wurden alle Hefen auf YGC-Agar 
7 Tage bei + 4 °C angezüchtet und anschließend am ZIEL (Zentralinstitut für Ernäh-
rungs- und Lebensmittelforschung, Abteilung Mikrobiologie, Weihenstephan) unter-
sucht. 
Dort wurden die Hefen für die FTIR-Untersuchung bei + 10 °C auf YGC-Agar ange-
züchtet. Anschließend wurde von den zu untersuchenden Hefen mit sterilem H2O ei-
ne Zellsuspension erstellt, von der ein Tropfen auf eine Zink-Selenit-Platte aufgetra-
gen und getrocknet wurde. Diese beschichtete Platte wurde in den Infrarotstrahlen-
gang des Infrarotspektrometers eingebracht. Aus dem generierten Interferogramm 
wurde ein Spektrum erstellt, welches mit einer Datenbank abgeglichen wurde. An-
hand der spektralen Distanz zwischen den Proben und unterschiedlichen Referenz-
stämmen und war eine Identifizierung möglich (Kapitel 2.3.3.2). 
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3.2.2.5 Sequenzanalyse  
Für die DNA-Extraktion wurde eine Hefesuspension mit einer Konzentration von ma-
ximal 5,0 x 107 KbE/ml benötigt. Dazu wurde von einer Reinkultur eine Kolonie in 
Standard I-Boullion überimpft und bei + 10 °C für 72 Stunden inkubiert. Die Zellzahl 
des Inokulums wurde mittels Thoma-Zählkammer bestimmt und durch Verdünnung 
mit 0,85 %iger NaCl-Lösung eingestellt. Aus dieser Suspension wurde 1 ml entnom-
men und nach dem Zentrifugieren bei Raumtemperatur bei 5000 x g für 10 min der 
Überstand verworfen. Das Pellet wurde in 600 l Sorbitolpuffer resuspendiert. Das 
Vorgehen entsprach dem Protokoll für die Hefenaufreinigung des DNeasy Blood and 
Tissue Kit® (Qiagen).  
 
Zur Sequenzierung wurde die D1/D2-Domäne des 26S rDNA-Gens (NL 1/2-
Primerpaar) und gegebenenfalls die ITS-Domäne (ITS 1/2-Primerpaar) gewählt (Diaz 
und Fell, 2000; Fell et al., 2000; Kutzmann und Robnett, 1998; White et al., 1990; 
siehe auch Kapitel 2.3.3.3).  
Nach der Aufreinigung wurde das Produkt durch eine PCR vervielfältigt. Der  benötig-
te Mastermix wurde anhand des in Tabelle 6 angegebenen Pipettierschemas herge-
stellt. 
Tabelle 6: Mastermixherstellung für die PCR zur Sequenzierung von Hefen 
Reagenz Menge pro Ansatz (l) Endkonzentration 
Puffer Gold 5,0 1 x 
dNTP-Mix 5,0 0,2 mM 
MgCl2 3,0 1,5 mM 
Primer NL 1 oder ITS 1 1,0 0,2 mM 
Primer NL 4 oder ITS 4 1,0 0,2 mM 
AmpliTaq Gold 0,5 0,05 U/l 
LAL-Wasser 29,5  
Aufgereinigte DNA 5,0  
 
Pro Ansatz ergab sich ein Gesamtvolumen von 45 µl, zu dem jeweils 5 µl der aufge-
reinigten DNA zugegeben wurden.  
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Bei jeder PCR-Reaktion wurden eine Positivkontrolle (Mrakia gelida, MRI-Stamm 
H 378 aus der Stammsammlung des MRI) und eine Reagenzien-Negativkontrolle 
(LAL-Wasser) mitgeführt. Die Amplifikation erfolgte im Thermocycler (Tabelle 7). 
Tabelle 7: Cyclerprogramm zur Vervielfältigung der Hefe-DNA zur Sequenzierung  
Schritt Zyklenanzahl Temperatur Dauer 
Initiale Denaturierung 1 x 95 °C 10 Minuten 
Denaturierung 30 x 92 °C 40 Sekunden 
Annealing  55 °C 40 Sekunden 
Extension  72 °C 30 Sekunden 
Extension 1 x 72 °C 10 Minuten 
 
Nach Abschluss der Polymerasekettenreaktion wurden 2,0 µl Gel-Loading-Puffer zu 
je 10 µl des Amplifikates in ein neues Reaktionsgefäß gegeben und auf ein 2 %iges 
Agarose-Gel aufgetragen. In die erste und letzte Probentasche wurden jeweils 2 µl 
eines DNA-Längenstandards (Ladder Quantitas 50 bp - 2 kb) eingebracht. Nach der 
gelelektrophoretischen Auftrennung bei 125 Volt über 45 min wurde das Gel in 
1 %iger Ethidiumbromidlösung gefärbt und die Banden mittels UV-Transilluminator 
sichtbar gemacht. Durch die jeweilig ausgewählten Primer NL 1/4 und ITS 1/4 ent-
standen Amplifikate mit einer Größe von etwa 600 bp (Diaz und Fell, 2000; Fell et al., 
2000; Kutzmann und Robnett, 1998; White et al., 1990). 
Nach erfolgreicher PCR wurden die Amplifikate anhand des Protokolls des Qiaquick
®
 
PCR Purifikation Kits (Qiagen) aufgereinigt.  
Mittels Photometer wurde die DNA-Konzentration in Eppendorfcups bestimmt und bei 
Bedarf auf 5 ng/µl durch Verdünnung der Amplifikatlösung eingestellt. Für die Se-
quenzierung wurden je 14,4 µl DNA-Lösung mit je 3,6 µl der entsprechenden Primer 
(NL 1/4 oder ITS 1/4) versetzt um die benötigte Primerkonzentration von 2 pmol/µl zu 
erhalten. Die so vorbereiteten Proben wurden an den kommerziellen Sequenzierser-
vice Eurofins MWG Operon (Ebersberg) geschickt. 
Im Anschluss wurden die erhaltenen Sequenzen mit Hilfe der NCBI Database und 
der CBS Database identifiziert. Die Ergebnisse beider Datenbanken wurden vergli-
chen und zudem zur statistischen Absicherung die Amplifikation der einzelnen Isolate 
und deren Sequenzierung wiederholt. Um die Aufreinigung und die Sequenzierung 
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zu überprüfen, wurden Referenzstämme der DMSZ und des CBS (Tabelle 3) se-
quenziert.  
3.2.2.6 Lichtmikroskopische Untersuchung der Hefezellen 
Zur lichtmikroskopischen Untersuchung der Hefezellen wurden Reinkulturen der He-
fen über einen Zeitraum von zwei Wochen auf einem GYP-Nährboden angezüchtet. 
Auf einen Objektträger wurde ein Tropfen Löfflers Methylenblau-Lösung zur Anfär-
bung aufgebracht und darin mittels einer sterilen Impföse eine geringe Menge an Ko-
loniematerial verrieben. Dieser Suspensionstropfen wurde mit einem Deckglas über-
deckt unter dem Lichtmikroskop betrachtet.  
3.2.3 Untersuchung nicht eindeutig identifizierter Spezies 
3.2.3.1 Ascosporenbildung 
Zur Untersuchung der Ascosporenbildung wurden die Hefestämme 28 Tage auf 
2 %igem MEA+-Agar bei + 10 °C angezüchtet. Die gewachsenen Kolonien wurden 
wie bei der morphologischen Untersuchung vorbereitet und mikroskopiert. Beim 
Auftreten von Ascosporen wurde die Anzahl der gebildeten Sporen pro Zelle 
dokumentiert (Anonymus, 2012a; Barnett et al., 2000; van der Walt, 1970; Yarrow, 
1998). 
3.2.3.2 Elektronenmikroskopische Untersuchung 
Als Vorbereitung für die elektronenmikroskopische Untersuchung wurde eine Flüs-
sigkultur der einzelnen Isolate in STD I-Boullion (7 Tage bei + 4 °C) angelegt. Von 
dieser Kultur wurde 1 ml in einem sterilen Eppendorfröhrchen bei 8000 U/min für 5 
Minuten abzentrifugiert, der Überstand verworfen und in sterilem PBS (Phosphate 
buffered saline) durch Vortexen gewaschen. Nach dreimaliger Wiederholung wurde 
das abzentrifugierte Pellet in 200 l PBS aufgenommen. Aus dieser Suspension 
wurde ein Tropfen auf ein Deckglas gegeben, auf das zur Fixierung Glutaraldehyd-
Lösung gegeben wurde. Nach einer Fixierung über 12 Stunden wurde das Präparat 
gewaschen und dieser Schritt wiederholt. Anschließend erfolgte eine schrittweise 
Entwässerung des Präparats mittels einer aufsteigenden Alkoholreihe (je 10 min mit 
30, 50, 75 und 90 %, dann je 30 min mit 96 und 100 %). Daraufhin wurden die Pro-
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ben einer Kritisch-Punkt-Trockung (CPD 030, Balzers Union) unterzogen, wobei das 
Wasser im Präparat gegen ein organisches Lösungsmittel ausgetauscht wird und 
dieses durch Erhöhung des Druckes und der Temperatur schlagartig, ohne längeren 
Phasenübergang, aus der flüssigen Phase in die Gasphase übergeht. Zum Schluss 
wurde das Präparat durch eine Goldbeschichtung für die Betrachtung im Rasterelek-
tronenmikroskop vorbereitet.  
3.2.3.3 Physiologische Charakterisierung der Hefeisolate 
Die Charakterisierung erfolgte für alle Hefen, die mittels FTIR und Sequenzierung 
nicht eindeutig identifiziert werden konnten, anhand der Fähigkeit bestimmte Nähr-
stoffquellen umzusetzen und unter bestimmten Bedingungen zu wachsen.  
Die hierfür benötigten Lösungen YNB (Yeast Nitrogen Base), YCB (Yeast Carbon 
Base), vitaminfreies Medium und STD I-Nährboullion (Standard I-Nährboullion) mit 
unterschiedlicher NaCl-Konzentrationen wurden vor Verwendung auf Sterilität über-
prüft. Zudem wurden bei jedem Versuchsansatz eine Positiv- und eine Negativ-
kontrolle mitgeführt. Die Positivkontrolle beinhaltete Glucose als Kohlenstoffquelle. 
Die Negativkontrolle enthielt keine Kohlenstoffquelle.  
Die Inkubation der Versuchsansätze erfolgte jeweils bei + 10 °C (Anonymus, 2012a; 
Barnett et al., 2000; Barnett und Ingram, 1955; Seiler und Busse, 1988; Wickerham 
und Burton, 1948; Yarrow, 1998). 
3.2.3.3.1 Aerobe Verwertung verschiedener Kohlenstoffquellen  
Die Verwertbarkeit von verschiedenen Kohlenstoffquellen wurde in Minitekplatten 
(Orange Scientific) getestet. Die Stoffwechselleistung der Hefestämme wurde in die-
ser Arbeit anhand von 34 verschiedenen Kohlenstoffquellen (L-Arabinose, Cellobio-
se, Citrat, Ethanol, Erythriol, Galacitol, Galactose, Gluconsäure, Glucosaminhydroch-
lorid, D-Glucose, Glucosid, Glycerol, Hexadecan, Inulin, Lactose, Maltose, Mannitol, 
Melezitose, Melibiose, Methanol, Milchsäure, Myo-Inosit, Raffinose, Rhamnose, Ri-
bitol, Ribose, Salicin, Sorbitol, Sorbose, Stärke, Succinylsäure, Sucrose, Trehalose, 
Xylose) überprüft.  
Als Basis diente die Difco Yeast Nitrogen Base (YNB). Diese enthielt sämtliche, für 
das Wachstum notwendige Substanzen wie Aminosäuren, Wachstumsfaktoren, Spu-
renelemente, Salze und Stickstoffquellen, jedoch keinerlei Kohlenstoffquellen. Auf 
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100 ml der 10fach konzentrierten YNB wurde als antibiotischer Zusatz 0,1 g Chlor-
amphenicol gegeben. Für die Untersuchung der Verwertbarkeit von Kohlenstoffquel-
len wurde je Kohlenstoffquelle eine 50 mM Arbeitslösung hergestellt. In einem Er-
lenmeyerkolben wurde die Kohlenstoffquelle in 10 ml der 10fach konzentrierten YNB 
teils unter leichter Erwärmung und Rühren auf einer Magnetrührheizplatte in Lösung 
gebracht.  
Diese Lösung wurde in eine Einmalspritze gefüllt und mittels eines aufgesetzten, 
bakteriendichten Spritzenfilters (22 m) in einen gereinigten und autoklavierten Er-
lenmeyerkolben steril filtriert. Im Anschluss daran wurden die 10 ml Lösung mit steri-
lem A. bidest. auf 100 ml aufgefüllt, so dass sich eine 50 mM Arbeitslösung ergab. 
Jede Arbeitslösung wurde auf Sterilität überprüft. 
Der Ansatz dieser Testreihen erfolgte in Minitekplatten. Jede biochemische Reaktion 
eines Hefestammes wurde in drei unabhängigen Versuchsreihen angesetzt. Es wur-
de jeweils eine Positiv- und Negativkontrolle mitgeführt.  
Zunächst wurde von einem GYP-Nährboden so viel Material einer Hefekolonie mit-
tels einer Impföse in eine physiologische Kochsalzlösung überführt, bis mit Hilfe der 
Thoma-Zählkammer eine Suspension von einer Konzentration von 6,0 x 106 KbE/ml 
ermittelt werden konnte. In den Ansätzen wurde zunächst 0,5 ml der YNB mit ent-
sprechender Kohlenstoffquelle in die Kavitäten vorgelegt und anschließend mit 
0,25 ml der Hefelösung mit einer Glaspipette aufgefüllt. In der Negativkontrolle wurde 
die Hefelösung nur mit YNB-Lösung gemischt. Bei der Positivkontrolle wurde als 
Kohlenstoffquelle Glucose verwendet.  
Die Auswertung der Versuche erfolgte nach 3, 7 und 14 Tagen. Dabei wurde zu-
nächst die Negativkontrolle dahingehend überprüft, dass keine Trübung der Lösung 
und somit kein Wachstum vorhanden war. Bei den Positivkontrollen musste ein 
Wachstum und somit eine Verwertung der Glucose sichtbar sein. Das Wachstum 
wurde anhand der Trübung der Ansatzlösungen in den einzelnen Kavitäten beurteilt. 
E                   Lö     w         „     W      m“         (Abbildung 6 A). 
Schwaches Wachstum war bei einer unvollständigen Trübung der Lösung gegeben 
(Abbildung 6 B). Eine rasche (nach 3 oder 7 Tagen) milchige Trübung der Lösung 
w         „           W      m“     m        (Abbildung 6 C). War eine beurteilba-
re Trübung erst bei der dritten Auswertung nach 14 Tagen zu sehen, wurde das 
Wachstum als verzögert gewertet (Anonymus, 2012a; Barnett et al., 2000; Barnett 
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und Ingram, 1955; Seiler und Busse, 1988; Wickerham und Burton, 1948; Yarrow, 













Abbildung 6: Beurteilungsschema des Hefewachstums in Minitekplatten (A = kein 
Wachstum; B = schwaches Wachstum; C = deutliches Wachstum; 
Bilder aus eigenen Untersuchungen) 
3.2.3.3.2 Aerobe Verwertung verschiedener Stickstoffquellen  
Analog zu den Kohlenstoffquellen wurde auch die Verwertbarkeit von Stickstoffquel-
len überprüft. Der Ansatz der Testlösungen, der Versuchsansatz und die Auswertung 
erfolgte ebenso wie in Kapitel 3.2.3.3.1 bei den Kohlenstoffquellen beschrieben, je-
doch wurde als Grundlösung Difco Yeast Carbon Base (YCB) verwendet. Diese be-
stand aus denselben essentiellen Stoffen wie die YNB, allerdings war anstelle einer 
Stickstoff- eine Kohlenstoffquelle beinhaltet. Als Stickstoffquellen wurden Nitrat, Nitrit, 
Creatin und Creatinin verwendet. Auch hier wurde je Kohlenstoffquelle eine 50 mM 
Arbeitslösung hergestellt. Alle Lösungen wurden auf Sterilität überprüft (Anonymus, 
2012a; Barnett et al., 2000; Barnett und Ingram, 1955; Seiler und Busse, 1988; 
Yarrow, 1998).     
3.2.3.3.3 Anaerobe Verwertung von Kohlenhydrat- und Stickstoffquellen  
Bei den Fermentationstests wurde die Verwertung bestimmter Kohlenhydratquellen 
(Cellobiose, Galactose, D-Glucose, Glucosid, Inulin, Lactose, Maltose, Melezitose, 
Melibiose, Raffinose, Stärke, Sucrose, Trehalose, Xylose) durch die einzelnen He-
festämme in Abwesenheit von Sauerstoff überprüft. Die Vorbereitung und der Ansatz 
erfolgte zunächst wie bei den Kohlenhydratassimilationstests in Kapitel 3.2.3.3.1 be-
schrieben, jedoch wurde das Gemisch aus Nährlösung und Hefesuspension in den 
Kavitäten der Minitekplatten mit 1 ml Paraffin überschichtet. Dabei wurde darauf ge-
achtet, dass sich unter dem Paraffin keine Lufteinschlüsse befanden. Die Auswer-
tung erfolgte analog Abbildung 6 (Anonymus, 2012a; Barnett et al., 2000; Barnett 
und Ingram, 1955; Quast, 1978; Seiler und Busse, 1988; Wickerham und Burton, 
1948; Yarrow, 1998).    
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3.2.3.3.4 Wachstumsvermögen in vitaminfreiem Medium 
Die Durchführung des Wachstumstests in vitaminfreiem Medium und die Auswertung 
der Minitekplatten erfolgten analog Kapitel 3.2.3.3.1. Die Bestandteile des vitamin-
freien Mediums wurden nach Barnett et al. (2000) eingewogen (Kapitel 11.1.3). Das 
Grundmedium enthielt Aminosäuren sowie Stickstoff- und Kohlenhydratquellen, je-
doch wurden gänzlich Vitaminzusätze und Wachstumsfaktoren weggelassen. Zu-
nächst wurden die Aminosäuren, Glucose und Ammoniumsulfat abgewogen, in 
100 ml A. bidest gelöst und steril filtriert. Nach Einwaage der Spurenelemente und 
Salze wurden diese in 900 ml A. bidest gelöst und autoklaviert und mit der filtrierten 
Lösung gemischt. Vor Verwendung wurde das Medium auf Sterilität überprüft. (Ano-
nymus, 2012a; Barnett et al., 2000; Barnett und Ingram, 1955; Seiler und Busse, 
1988; Yarrow, 1998).    
3.2.3.3.5 Wachstumsvermögen bei verschiedenen NaCl-Konzentrationen 
Zunächst wurde das Wachstum der Stämme bei unterschiedlichen NaCl-
Konzentrationen bestimmt. Dazu wurde eine STD I-Boullion hergestellt, zu der unter-
schiedliche Mengen Natriumchlorid zugegeben wurden, um eine 5, 10 und 15 %ige 
Lösung zu erhalten, in Reagenzgläser abgefüllt und autoklaviert. Die Sterilität der 
Boullion wurde vor Beimpfung überprüft. Mit einer sterilen Platinöse wurde jeweils ei-
ne Kolonie des Hefestammes in die Lösung überimpft, gevortext und somit eine Sus-
pension mit gleicher Trübung hergestellt. Zur Auswertung wurde ein liniertes Papier 
hinter die Reagenzgläser gehalten. So konnte die Stärke der Trübung bestimmt wer-
den, welche dann in der Auswertung zur Beurteilung eines Wachstums der Hefen als 
Referenz herangezogen wurde. Nach zwei Wochen Inkubation bei + 10 °C wurde die 
Trübung der Suspension mit der Ausgangstrübung verglichen und gegebenenfalls 
ein Wachstum dokumentiert (Anonymus, 2012a; Barnett et al., 2000; Yarrow, 1998).    
3.2.3.3.6 Wachstumsvermögen bei erhöhter Glucosekonzentration 
Um das Wachstum in Abhängigkeit von der Glucosekonzentration zu ermitteln, wur-
den GYP-Nährböden gegossen, in denen eine Glucosekonzentration von 50 % vor-
lag. Das Koloniematerial der zu testenden Hefe wurde mittels Dreiösenausstrichs auf 
den Nährboden aufgetragen und zwei Wochen bei + 10 °C inkubiert. Die Auswertung 
erfolgte analog des Versuchsaufbaus für das temperaturabhängige Wachstum (Kapi-
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tel 3.2.2.3). War nach 14 Tagen Inkubation kein Bewuchs der Platten festzustellen, 
wurde das Ergebnis als fehlendes Wachstum gewertet. Konnte in einigen Bereichen 
eine Zunahme des ausgestrichenen Koloniematerials beobachtet werden, wurde es 
als schwaches Wachstum dokumentiert. Als deutliches Wachstum wurden große, 
deutlich sichtbare Kolonien (> 2 mm) gewertet. Die Inkubationstemperatur orientierte 
sich in diesen Versuchen an der optimalen Wachstumstemperatur der jeweiligen He-
fen (Anonymus, 2012a; Barnett et al., 2000; Yarrow, 1998).  
3.2.3.3.7 Ureasetest 
Der Ureasetest wurde auf dem Harnstoff-Agar nach Christensen durchgeführt. Dabei 
wurde Koloniematerial der zu untersuchenden Hefe mittels Dreiösenausstrichs auf 
den Nährboden ausgebracht und eine Woche bei + 10 °C inkubiert. Der Nährboden 
zeigte die Umsetzung des Harnstoffs über einen Farbumschlag nach rosa. Der 
Ureasetest wurde somit als positiv gewertet (Barnett et al., 2000; Christensen, 1946; 
Yarrow, 1998). 
3.2.3.3.8 Diazonium Blue B-Test 
Der Diazonium Blue B-Test diente der Unterscheidung von Ascomyceten und Basidi-
omyceten. Dabei wurde eine Kolonie der zu untersuchenden Hefe auf einer GYP-
Platte mit eiskaltem TRIS-Puffer, in welchem Fast-Blue-B-Salz aufgelöst wurde, be-
träufelt. Verfärbte sich nach 2 Minuten die Kolonie dunkelrot bis violett, handelte es 
sich um einen Vertreter der Basidiomyceten. Trat keine Verfärbung ein wurde die He-
fe den Ascomyceten zugeordnet (Anonymus, 2012a; Barnett et al., 2000; Yarrow, 
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3.2.4 Challengeversuche  
3.2.4.1 Herstellung des Inokulationspools 
Ziel der Challengeversuche war es, Kenntnis über die Wachstumskinetik ausgewähl-
ter Hefeisolate der Marktstudie und der Referenzstämme unter bestimmten Bedin-
gungen zu erhalten und deren Verderbspotential beurteilen zu können.  
 
Es wurden drei Pools (Tabelle 8) an Hefeisolaten gebildet, wobei die Hefen nach 
Gattungszugehörigkeit zugeordnet wurden. Jeder Hefestamm wurde vor Beimpfung 
sieben Tage in STD I-Boullion bei + 10 °C angezüchtet. Vor Versuchsbeginn wurden 
die Konzentrationen der Hefesuspensionen mittels Thoma-Zählkammer bestimmt 
und in gleichen Anteilen die Lösungen des jeweiligen Pools zusammengefügt. Somit 
lagen die Hefestämme in einem Verhältnis von 1 : 1 : 1 vor.  
Tabelle 8: Zusammenstellung der Hefestämme für die Beimpfungspools 
Pool Spezies Herkunft Stammnummer MRI 
Pool I Candida alimentaria Eigenes Isolat H 422 
 Candida argentea Eigenes Isolat H 423 
 Candida galli Eigenes Isolat H 436 
Pool II Mrakia blollopsis Eigenes Isolat H 425 
 Mrakia gelida Stammsammlung MRI H 378 
 Mrakia gelida Stammsammlung MRI H 379 
 Mrakia spp. Stammsammlung MRI H 380 
Pool III Kazachstania spp. Eigenes Isolat H 411 
 Kazachstania spp. Eigenes Isolat H 412 
 Kazachstania spp. Eigenes Isolat H 414 
MRI: Max Rubner-Institut, Kulmbach 
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3.2.4.2 Auswahl und Vorbereitung des Probenmaterials 
Als Probenmaterial wurden vakuumverpackte Rinderschwanzrollen gekühlt direkt 
vom Schlachthof bezogen. Um bei jedem verwendeten Fleischteilstück und bei je-
dem Versuchsansatz eine gleiche Ausgangsqualität zu gewährleisten und somit eine 
Vergleichbarkeit der Ergebnisse zu erreichen, wurde als Ausgangsware immer 
Fleisch mit derselben Produktspezifikation (Schwanzrolle vom Jungbullen) vom glei-
chen Schlacht- und Zerlegebetrieb verwendet.  
 
Die Eröffnung der Packung erfolgte durch ein steriles Skalpell. Zunächst wurde eine 
Probe zur Bestimmung des mikrobiologischen Status jeder Schwanzrolle entnommen 
(Kapitel 3.2.1.4) und der pH- und aw-Wert (Kapitel 3.2.1.3) ermittelt. Im Anschluss 
wurde die gesamte Oberfläche des Fleischstückes mit einem Ethanol getränkten Pa-
piertuch abgetupft und anschließend mit einem Bunsenbrenner abgeflammt (Abbil-
dung 7). 
Abbildung 7: Vorbehandlung des Fleischstückes zur Reduzierung der Keime auf der 
Oberfläche (A = Abreiben der Fleischoberfläche mit Ethanol; B = 
Abflammen der Fleischoberfläche) 
So wurden die Keime auf der Fleischoberfläche größtmöglich beseitigt. Im weiteren 
Vorgehen wurde mit einem sterilen Skalpell und Pinzette das Fleisch der Länge nach 
und jeweils an den Enden quer ca. 1 cm tief eingeschnitten. Nach Abflammen des 
Bestecks konnte nun die oberste, ca. 1 cm dicke Fleischschicht abgetragen werden. 
Das so entstandene Innenstück wurde unter wiederholtem Abflammen der Geräte in 
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Abbildung 8: Arbeitsschritte bei der Präparation der Rinderschwanzrollen zur Ge-
winnung keimarmer Fleischscheiben (A = Abschälen der Fleisch-
oberfläche; B = Abgeschälte Schwanzrolle; C = Herausschneiden der 
Fleischscheiben; D = Schwanzrolle nach Präparation) 
3.2.4.3 Beimpfung der Probenstücke 
Die Fleischstücke wurden mit einer Konzentration von 10² KbE/cm² beimpft. Dazu 
wurde von der Hefesuspension 1,0 bis 1,5 ml in Abhängigkeit von der Konzentration 
mittels einer sterilen Pipette auf die Fleischscheiben aufgebracht und im Anschluss 
mit einem Spatel auf der Fleischoberfläche verteilt (Abbildung 9).  
Abbildung 9: Beimpfung der keimarmen Fleischstücke mit Hefelösung (A und B) und 
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Zusätzlich zu den beimpften Fleischstücken wurde auch dieselbe Anzahl an unbe-
impften Proben als Negativkontrollen geschnitten. Es wurden je Hefepool drei Ver-
suchsansätze durchgeführt.  
3.2.4.4 Lagerung und Verlaufskontrollen 
Unmittelbar nach Beimpfung wurde jede Probe einzeln in Folie (Metzgereigenossen-
schaft Bayreuth) vakuumverpackt und in einem Kühlraum bei + 2 °C über einen Zeit-
raum von 12 Wochen (84 Tage) gelagert.  
Je drei beimpfte Proben und drei unbeimpfte Kontrollproben wurden bei Versuchs-
beginn am Tag 0 und dann an den Tagen 14, 28, 42, 56, 70 und 84 untersucht. Aus 
den drei ermittelten Werten der jeweiligen Keimzahlen von beimpften und unbeimpf-
ten Proben wurden der Medianwert und die Standardabweichung ermittelt.  
Der Probenuntersuchungsgang verlief analog der Untersuchungen in der Marktstudie 
(Kapitel 3.2.1) und beinhaltete sowohl eine sensorische Prüfung wie auch die Be-
stimmung des aw- und pH-Wertes. Bei der mikrobiologischen Untersuchung wurde 
die aerobe, mesophile Keimzahl, die Anzahl der Milchsäurebakterien, der Enterobac-
teriaceen, der Hefen und Schimmelpilzen bestimmt (Tabelle 9). Am Ende der Lager-
zeit wurden die Proben 10 Minuten in Wasser gekocht und anschließend durch eine 
einfache beschreibende, sensorische Prüfung auf geruchliche und geschmackliche 
Abweichungen untersucht (ASU L 00.90-6, 1997). 
Tabelle 9: Nährböden und Inkubationsbedingungen für die mikrobiologischen Unter-
suchungen bei Challengeversuchen 
Keimspektrum Nährboden Temperatur Zeit 
Aerobe, mesophile Keimzahl STD I-Agar + 30 °C 48 Stunden 
Milchsäurebakterien MRS-Agar + 30 °C 48 Stunden 
Enterobacteriaceen DHL-Agar + 30 °C 24 Stunden 




-Agar: Malzextrakt-Agar + Novobiocin 
MRS-Agar: Lactobacillus-Agar nach de Man, Regosa und Sharpe 
STD I-Agar: Standard I-Agar 
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3.2.5 Untersuchungen zur Wirksamkeit von Desinfektionsmitteln 
3.2.5.1 Zusammenstellung der Hefepools 
Für diese Untersuchungen wurden zunächst wie in Tabelle 10 aufgeführt vier Hefe-
pools gebildet.  
Tabelle 10: Zusammenstellung der Hefestämme für die Desinfektionsmittelversuche 
Pool Spezies Herkunft Stammnummer MRI 
Pool I Mrakia frigida DSMZ 4634 H 397 
 Mrakia frigida gelida DSMZ 70882 H 398 
 Mrakia gelida Stammsammlung MRI H 378 
 Mrakia gelida Stammsammlung MRI H 379 
 Mrakia spp. Stammsammlung MRI H 380 
Pool II Kazachstania spp. Eigenes Isolat H 409 
 Kazachstania spp. Eigenes Isolat H 411 
 Kazachstania spp. Eigenes Isolat H 412 
 Kazachstania spp. Eigenes Isolat H 414 
 Kazachstania spp. Eigenes Isolat H 421 
Pool III Candida sake Stammsammlung MRI H 399 
 Candida zeylanoides Stammsammlung MRI H 384 
 Candida zeylanoides Stammsammlung MRI H 385 
 Filobasidium uniguttulatum Eigenes Isolat H 418 
 Rhodotorula mucilaginosa Eigenes Isolat H 408 
Pool IV Candida alimentaria Eigenes Isolat H 422 
 Candida argentea Eigenes Isolat H 423 
 Candida galli Eigenes Isolat H 436 
 Pichia fermentans Eigenes Isolat H 424 
DSMZ: Deutsche Sammlung von Mikroorganismen und Zellkulturen, Braunschweig 
MRI: Max Rubner-Institut, Kulmbach 
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3.2.5.2 Beimpfung der Testplättchen 
Die verwendeten Testplättchen wurden aus einem handelsüblichen Polyethylen-
schneidebrett für den Metzgereibedarf (Metzgergenossenschaft Bayreuth) herge-
stellt. Es wurden daraus Quadrate mit einer Grundfläche von 50 cm² geschnitten. Der 
eine Teil der Plättchen behielt seine neue, glatte Oberfläche. Die Oberfläche des an-
deren Teils wurde mit einem Messer mehrfach eingeschnitten, um die Verhältnisse 
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Abbildung 10: Zugeschnittene Schneidebretter (A = Testplättchen mit glatter Ober-
fläche; B = Testplättchen mit eingeritzter Oberfläche) 
Der Versuch erfolgte in drei Ansätzen und wurde zweimal nacheinander durchge-
führt. Die Hefestämme wurden in STD I-Boullion über sieben Tage bei + 10 °C inku-
biert, anschließend die Konzentration der Kulturen mit Hilfe der Zählkammer nach 
Thoma bestimmt. Die einzelnen Hefesuspensionen wurden, wenn nötig, mit 
0,85 %iger NaCl-Lösung verdünnt und zu gleichen Teilen in den jeweiligen Pool ge-
geben. Um eine bessere Anhaftung zu erreichen, wurde die hergestellte Suspension 
mit Rinderserum im Verhältnis 1:5 vermischt. Das beigemischte Rinderserum ermög-
licht die Herstellung einer realistischen Situation wie im Zerlegeberieb, wobei durch 
das eiweißreiche, klebrige Serum eine Haftung und ein Schutz der Hefen vor den je-
weiligen Desinfektionsmitteln erreicht werden kann (Böhm, 2013).  
 
Anschließend wurden 0,1 ml dieses Inokulums mittels einer Glaspipette auf die auto-
klavierten Testplättchen aufgebracht (Abbildung 11) und mit einem Spatel verteilt, so 
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dass eine Beimpfung mit einer Konzentration von 10³ KbE/cm2 erfolgte. Die mitge-




















Abbildung 11: Beimpfung der Testplättchen mit 0,1 ml der Hefelösung  
3.2.5.3 Behandlung mit den Desinfektionslösungen und Auswertung 
Bei den verwendeten Mitteln handelte es sich um Produkte der Wirkstoffgruppen Al-
kohole, quartäre Ammoniumverbindungen, Peressigsäure und Aktivchlor. In Tabelle 
11 sind die acht getesteten Desinfektionsmittel Antisept® A, Ethanol, Mucozit® B, Xy-
loquat® Plus, Antisept® PES 33, Wofasteril® und Steril® und die überprüften Einwirk-
zeiten und Konzentrationen aufgelistet. Die Anwendung erfolgte nach Herstelleran-
gaben. 
Tabelle 11: Wirkstoffgruppen und Einwirkzeiten verwendeter Desinfektionsmittel 
Wirkstoffgruppe Desinfektionsmittel Konzentration Einwirkzeit 
Alkohol Antisept®A 70 % 30 Minuten 
 Ethanol 70 % 10 Minuten 
 Mucozit ® B 45 % 60 Minuten 
Quartäre  Antisept® 10 1 % 60 Minuten 
Ammoniumverbindungen Xyloquat® Plus 2 % 15 Minuten 
Peressigsäure Antisept® PES 33 1,2 % 30 Minuten 
 Wofasteril® 0,2 % 30 Minuten 
Aktivchlor Steril® 0,2 % 10 Minuten 
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Nach 12 Stunden Antrocknen der Hefesuspension erfolgte die Behandlung mit den 
verschiedenen Desinfektionsmitteln. Die inkubierten Plättchen wurden in Becherglä-
sern mit der Desinfektionslösung überschichtet, nach Ende der Einwirkzeit mit steri-
lem Wasser abgespült (Abbildung 12). 
 
 
Abbildung 12: Behandlung des beimpften Testplättchens durch Eintauchen in die 
jeweilige Desinfektionslösung  
Anschließend wurden diese in Stomacherbeutel mit 50 ml Peptonwasser überführt 
und 60 Sekunden per Hand geschüttelt. Aus den Beuteln wurde jeweils 1 ml der Lö-
sung mit einer sterilen Glaspipette entnommen und auf einem MEA+-Nährboden 
ausgespatelt. Um zu kontrollieren, ob eine Wiederbelebung von Hefen, welche durch 
die Desinfektionsschritte geschädigt wurden, möglich war, wurde die verbliebene Lö-
sung sieben Tage bei + 10 °C angereichert und dann ebenso angelegt. Neben der 
Reinigung mit den oben aufgeführten Lösungen, wurde auch ein Versuchsansatz nur 
mit sterilem Wasser abgespült. Außerdem wurden als Negativkontrollen unbeimpfte 
sowie als Positivkontrolle beimpfte Plättchen, welche nicht mit Desinfektionsmittel 
behandelt wurden, mitgeführt. 
 
Ergebnisse  52 
4 Ergebnisse 
4.1 Marktstudie über vakuumverpacktes Fleisch  
Im Rahmen der Marktstudie wurden vakuumverpackte Fleischproben auf das Vor-
kommen von psychrotoleranten und psychrophilen Hefen untersucht. Es handelte 
sich um 25 Rind-, 9 Wild-, 3 Lamm- und 2 Straußenfleischproben unterschiedlicher 
Herkunft. 
4.1.1 Sensorische Untersuchungsergebnisse 
Bei der Überprüfung der Verpackung wies keine Probe eine sichtbare Beschädigung 
der Folie auf.  
Die Einteilung der Gasbildung erfolgte wie in nachfolgendem Schema dargestellt 
(Abbildung 13). In Abbildung 13 A lassen sich keine Gasblasen in der Verpackung 
erkennen.  Waren in der Packung einzelne, kleine Gasblasen (kleiner als 1 cm) zu 
sehen, so wurde die Gasbildung als geringgradig beurteilt (Abbildung 13 B). Als mit-
telgradige Gasbildung wurden mehrere, große Gasblasen (größer als 1 cm) bewertet 
(Abbildung 13 C). Eine Packung, bei der die Folie über das gesamte Fleischstück 
aufgebläht war, wurde als hochgradige Aufgasung vermerkt (Abbildung 13 D).  
Eine Gasbildung wurde in zehn Proben festgestellt. Bei vier Proben (Rind-04, Rind-
05, Lamm-01, Wild-01) wurde die Gasbildung als mittelgradig beurteilt. Sechs Pro-
ben zeigten eine hochgradige Gasbildung (Rind-07, Rind-08, Rind-21, Rind-22, Rind-
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Abbildung 13: Ausmaß und Bewertung der Gasbildung beispielhaft anhand von 
Proben aus Challengeversuchen (A = keine Gasbildung; B = 
geringgradige Gasbildung; C = mittelgradige Gasbildung; D = 
hochgradige Gasbildung) 
Bei der geruchlichen Beurteilung wurde bei den meisten Proben ein produkt-
typischer, leicht säuerlicher Reifegeruch festgestellt. Einige Proben zeigten davon 
Abweichungen. So wurde der Geruch von Probe Rind-03, Rind-04 als nicht typischer 
Reifegeruch, der Geruch von Probe Rind-07, Rind-08, Rind-21, Rind-22, Rind-23, 
Rind-24 nach fauligen Eiern und Buttersäure angegeben. Probe Rind-11 besaß ei-
nen muffigen Altgeruch, die Proben Rind-14, Lamm-01, Wild-01 rochen säuerlich-
muffig und Probe Wild-08 fruchtig-säuerlich. Vier Handelsproben (Rind-19, Rind-20, 
Lamm-03, Wild-09) wurden als säuerlich vermerkt. Eine Übersicht findet sich im An-
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4.1.2 Bakterioskopische Untersuchungsergebnisse  
Bakterioskopisch waren in den Fleischtropfsaftproben überwiegend kurze, mittellan-
ge und lange Stäbchen in unterschiedlichen Anteilen festzustellen. Zudem fanden 
sich in sechs Proben Kokken. In zwei Rindfleischproben konnten plumpe Stäbchen 
beobachtet werden (Rind-07 und Rind-08). 
Wie in Abbildung 14 dargestellt wurden in acht Fleischtropfsaftproben Hefen nach-
gewiesen (Rind-02, Rind-03, Rind-04, Rind-05, Rind-18, Wild-07, Wild-08, Strauß-
02). Eine ausführliche Übersicht über die lichtmikroskopischen Befunde befindet sich 
im Anhang (Tabelle 23). 
 
 
Abbildung 14: Anzahl der Fleischtropfsaftproben der Marktstudie, bei denen Hefen 
lichtmikroskopisch nachgewiesen werden konnten 
4.1.3 pH- und aw-Wert-Messergebnisse 
Die Messwerte für den pH-Wert lagen im Bereich von 5,39 bis 6,54. Bei vier Proben 
(Rind-07, Rind-08, Rind-24, Strauß-01) wurde ein Wert von 6,0 bis 6,54 gemessen 
(Abbildung 15).  
 
Die aw-Werte lagen bei der überwiegenden Anzahl der Proben zwischen 0,9811 und 
0,9930 (Abbildung 16). Drei Proben (Rind-10, Wild-03, Wild-08) zeigten niedrigere 
Werte zwischen 0,970 und 0,980. Im Anhang finden sich die Ergebnisse der beiden 
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Abbildung 15: pH-Werte der untersuchten vakuumverpackten Fleischproben aus 
der Marktstudie (die Datenpunkte repräsentieren die Mittelwerte 
aus den beiden Untersuchungsansätzen) 
 
Abbildung 16: aw-Werte der untersuchten vakuumverpackten Fleischproben aus der 
Marktstudie (die Datenpunkte repräsentieren die Mittelwerte aus den 
beiden Untersuchungsansätzen) 
4.1.4 Mikrobiologische Untersuchungsergebnisse  
Die mikrobiologischen Untersuchungen wurden ebenso im Doppelansatz durchge-
führt. In nachfolgenden Tabellen sind jeweils die Mittelwerte der beiden Ergebnisse 
dargestellt. Im Anhang finden sich die Ergebnisse der beiden Untersuchungen A und 
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4.1.4.1 Aerobe, mesophile Keimzahl und Milchsäurebakterien 
Die aeroben, mesophilen Keimzahlen der Proben divergierten erheblich (Abbildung 
17). Dabei lagen die Keimzahlen bei 21 Rindfleisch-, 2 Lammfleisch-, 2 Straußen-
fleisch- und 4 Wildfleischproben zwischen 1,2 x 104 KbE/cm² (4,1 log10 KbE/cm²) und 
3,8 x 107 KbE/cm² (7,6 log10 KbE/cm²). Eine Rindfleischprobe (Rind-24) und eine 
Wildfleischprobe (Wild-07) wiesen hohe Keimzahlen von 2,1 x 108 KbE/cm² 
(8,3 log10 KbE/cm²) und 6,2 x 108 KbE/cm² (8,8 log10 KbE/cm²) auf. Sechs Proben 
(Rind-01, Rind-11, Rind-12, Wild-04, Wild-05, Wild-06) zeigten niedrige Keimzahlen 
zwischen 6,5 x 102 KbE/cm² (2,8 log10 KbE/cm²) und 6,2 x 103 KbE/cm² 
(3,8 log10 KbE/cm²) auf. Bei je einer Lamm- und Wildfleischprobe befanden sich die 
Werte unter der quantitativen Nachweisgrenze von 102 KbE/cm². 
 
 
Abbildung 17: Aerobe, mesophile Keimzahl (KbE/cm2) der untersuchten Proben aus 
der Marktstudie (die Datenpunkte repräsentieren die Mittelwerte aus 
den beiden Untersuchungsansätzen; * Proben, für die keine Werte 
existieren, da deren Keimzahl unterhalb der quantitativen 















1 2 3 4 5 6 7 8 9 10 11 12 13 14 15 16 17 18 19 20 21 22 23 24 25 1 2 3 1 2 1 2 3 4 5 6 7 8 9



































Aerobe, mesophile Keimzahl Nachweisgrenze
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Die aerobe, mesophile Keimzahl setzte sich überwiegend aus Milchsäurebakterien 
zusammen. Bei 32 Proben lagen die Keimzahlen zwischen 1,0 x 103 KbE/cm2 
(3,0 log10 KbE/cm²) und 1,5 x 108 KbE/cm2 (8,1 log10 KbE/cm²). Die Probe Rind-24 
enthielt 1,5 x 108 KbE/cm2 (8,2 log10 KbE/cm²). Eine Rind- und zwei Wildfleischpro-
ben wiesen eine niedrige Milchsäurebakterienanzahl auf, wobei die Werte zwischen 
1,5 x 102 KbE/cm2 (2,2 log10 KbE/cm²) und 3,5 x 102 KbE/cm2 (2,5 log10 KbE/cm²). 
Unterhalb der quantitativen Nachweisgrenze lagen eine Rind-, eine Lamm- und zwei 
Wildfleischproben (Abbildung 18).  
 
 
Abbildung 18: Milchsäurebakterienanzahl (KbE/cm2) der untersuchten Proben aus 
der Marktstudie (die Datenpunkte repräsentieren die Mittelwerte aus 
den beiden Untersuchungsansätzen; * Proben, für die keine Werte 
existieren, da deren Keimzahl unterhalb der quantitativen 
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4.1.4.2 Enterobacteriaceen und Pseudomonaden 
Die Enterobacteriaceenanzahl lag bei 16 Proben (11 x Rind, 1 x Lamm, 1 x Strauß, 
3 x Wild) unterhalb der quantitativen Nachweisgrenze. Auch wurden hohe Werte von 
1,9 x 107 KbE/cm2 (7,3 log10 KbE/cm²) bei Probe Rind-24 und Probe Wild-07 von 
5,3 x 107 KbE/cm2 (7,7 log10 KbE/cm²) festgestellt. Die restlichen Werte der Fleisch-
proben lagen im Bereich von 1,0 x 102 KbE/cm2 (2,0 log10 KbE/cm²) und 
4,0 x 105 KbE/cm2 (5,6 log10 KbE/cm²) (Abbildung 19). 
 
 
Abbildung 19: Enterobacteriaceenanzahl (KbE/cm2) der untersuchten Proben aus 
der Marktstudie (die Datenpunkte repräsentieren die Mittelwerte aus 
den beiden Untersuchungsansätzen; * Proben, für die keine Werte 
existieren, da deren Keimzahl unterhalb der quantitativen 
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Die Keimzahl der Pseudomonaden lag bei 19 Proben (16 x Rind, 1 x Lamm, 
1 x Strauß, 1 x Wild) unterhalb der Nachweisgrenze. Eine Wildfleischprobe (W-07) 
zeigte eine hohe Keimzahl über 107 KbE/cm2. Die restlichen Fleischproben wiesen 
Keimzahlen von 3,8 x 102 KbE/cm² (2,6 log10 KbE/cm²) und 1,2 x 106 KbE/cm2 
(6,1 log10 KbE/cm²) (Abbildung 20).  
 
 
Abbildung 20: Pseudomonadenanzahl (KbE/cm2) der untersuchten Proben aus der 
Marktstudie (die Datenpunkte repräsentieren die Mittelwerte aus den 
beiden Untersuchungsansätzen; * Proben, für die keine Werte 
existieren, da deren Keimzahl unterhalb der quantitativen 
Nachweisgrenze von 102 KbE/cm2 liegt; o der Wert von Wildprobe 7 
wurde aufgrund der hohen Keimzahl von > 107 KbE/cm2 aus 
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4.1.4.3 Hefen 
Insgesamt wurden bei einer Inkubationstemperatur von + 25 °C 19 Proben 
(11 x Rind, 2 x Lamm, 1 x Strauß, 5 x Wild) positiv auf Hefen untersucht. Davon 
konnten in 18 Handelsproben mesophile Hefen in Keimzahlen von 1,0 x 10² KbE/cm2 
(2,0 log10 KbE/cm²) bis 1,0 x 10³ KbE/cm² (3,0 log10 KbE/cm²) nachgewiesen werden. 
Eine Wildprobe (Wild-07) wies eine hohe Anzahl von 6,4 x 107 KbE/cm² 
(7,8 log10 KbE/cm²) auf. 20 Proben lagen unterhalb der Nachweisgrenze (Abbildung 
21).  
Bei einer Inkubationstemperatur von + 4 °C konnten in 13 Handelsproben Hefen 
nachgewiesen werden und somit bei fast einem Drittel der Gesamtprobenzahl. Dabei 
lagen die meisten positiven Proben (4 x Rind, 1 x Strauß, 5 x Wild) bei einer Keim-
zahl zwischen 10 KbE/cm2 (1,0 log10 KbE/cm²) und 7,0 x 103 KbE/cm2 
(3,8 log10 KbE/cm²). In zwei Rindfleischproben lagen Hefen in Keimzahlen von 
2,2 x 105 KbE/cm² (5,3 log10 KbE/cm²) und 4,4 x 105 KbE/cm2 (5,6 log10 KbE/cm²) 
vor. Eine Wildfleischprobe wies mit 4,0 x 108 KbE/cm2 (8,6 log10 KbE/cm²) die höchs-
te Keimzahl auf (Abbildung 22). 
 
 
Abbildung 21: Hefeanzahl (KbE/cm2) der untersuchten Proben aus der Marktstudie 
bei + 25 °C (die Datenpunkte repräsentieren die Mittelwerte aus den 
beiden Untersuchungsansätzen; * Proben, für die keine Werte 
existieren, da deren Keimzahl unterhalb der quantitativen 
Nachweisgrenze von 102 KbE/cm2 liegt) 
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Hefen bei + 25 °C Nachweisgrenze
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Abbildung 22: Hefeanzahl (KbE/cm2) der untersuchten Proben aus der Marktstudie 
bei + 4 °C (die Datenpunkte repräsentieren die Mittelwerte aus den 
beiden Untersuchungsansätzen; * Proben, für die keine Werte 
existieren, da deren Keimzahl unterhalb der quantitativen 
Nachweisgrenze von 10 KbE/cm2 liegt) 
4.1.5 Zusammenfassung der Ergebnisse der Marktstudie 
Bei Straußenfleisch waren in einer Probe (Strauß-02) psychrotolerante Hefen nach-
gewiesen. In je sechs Rind- (Rind-03, Rind-04, Rind-05, Rind-14, Rind-15, Rind-19) 
und Wildfleischproben (Wild-01, Wild-02, Wild-03, Wild-06, Wild-07, Wild-08) ließen 
sich psychrotolerante Hefen finden (Abbildung 23).  
 
Abbildung 23: Übersicht zum Nachweis psychrotoleranter Hefen bei Fleischproben 
aus der Marktstudie, die bei + 4 °C isoliert wurden 
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4.2 Charakterisierung der isolierten Hefen 
Die bei + 4 °C gewachsenen Kolonien der Marktstudie wurden nach der Auswertung 
in aufgezeigtem Schema (Abbildung 24) auf drei Nährböden (MEA+, GYP und YGC) 
überimpft.  
 
Abbildung 24: Vereinzelung eines Isolates von der MEA+-Platte der Handelsprobe 
auf drei unterschiedlichen Nährböden (MEA+ = Malzextrakt-
Agar + Novobiocin; GYP = Glucose-Yeastextract-Pepton-Agar; YGC 
= Yeastextract-Glucose-Chloramphenicol-Agar + Bromphenol-blau) 
4.2.1 Einteilung der Hefen anhand der Koloniemorphologie 
Zur morphologischen Beschreibung wurden die GYP-, MEA+- und YGC-Nährböden 
(Abbildung 24) herangezogen. Nach 20 Tagen wurde die Kolonieform jedes Isolates 
auf den Nährböden beschrieben und anhand dieser Beschreibung in Isolatgruppen, 
welche dieselben Eigenschaften bezüglich der Koloniemorphologie aufwiesen, zu-
sammengefasst. Dabei konnte im direkten Vergleich der Isolate untereinander diese 
Eingruppierung durch das unterschiedliche Wachstum der einzelnen Isolate auf den 
drei verschiedenen Nährböden vorgenommen werden. Es konnten insgesamt 18 Iso-
latgruppen ermittelt werden (Tabelle 12).  
Am deutlichsten konnte zunächst die Ausprägung eines roten Pigments auf den 































MEA+ +4 °C 20 Tage 
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gestellt werden. Die Gruppen 8, 9 und 10 zeigten eine orangene Koloniefarbe, wäh-
rend Gruppe 17 und 18 orange-apricotfarben waren. Gruppe 8 zeigte einen gelb-
orangenen Farbton. Isolate der Gruppe 18 waren im Vergleich zu Gruppe 17 auch 
auf dem MEA+-Nährboden in der Konsistenz schleimig. 
Einen deutlich ausstrahlenden Kolonierand konnte man bei zwei Isolatgruppen (1 
und 14) auf den GYP-, MEA+- und YGC-Nährboden erkennen. Auf dem MEA+-
Nährboden war die Kolonieoberfläche der Gruppe 14 gehirnwindungsartig eingezo-
gen. Isolatgruppe 3 zeigte auf dem GYP-Nährboden einen ausstrahlenden Rand. 
Ein weiteres Isolat (6) zeigte eine schleimig, fließende Konsistenz des Koloniemate-
rials auf dem MEA+-Agar. 
Isolatgruppe 12 zeigte auf den GYP-Nährboden einen beige-gelblichen Farbton. 
Die kleinen Kolonien der Isolatgruppe 13 zeigten auf dem GYP-Nährboden eine bei-
ge-apricot, auf dem MEA+-Nährboden eine beige und auf dem YGC-Nährboden 
durch das dem Nährboden zugesetzte Bromphenolblau eine blaue Farbe. 
Die oben beschriebenen Isolatgruppen 1, 3, 6, 8, 9, 10, 12, 13, 14, 17 und 18 zeigten 
deutliche und charakteristische Merkmale der Koloniemorphologie. Jedoch konnten 
auch die weiteren Isolatgruppen im direkten Vergleich der drei Nährböden miteinan-
der anhand der Koloniegröße, -farbe und -form voneinander abgegrenzt werden.
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Tabelle 12: Einteilung der Isolate anhand der Koloniemorphologie (Farbe, Konsis-
tenz, Kolonieform) auf MEA+-, GYP- und YGC-Nährböden 
 
 
Isolatgruppe GYP-Nährboden             MEA+-Nährboden           YGC-Nährboden 
1 weiß, cremig, ausstrah-
lend und gletscherartig 
beige-gelb, cremig, aus-
strahlend und stufig 
weiß, cremig, ausstrah-
lend und gletscherartig 
2 hellbeige, cremig, rund  hellbeige, cremig, rund hellbeige, cremig, rund 
3 weiß, cremig, ausstrah-
lend 
beige, cremig, rund hellbeige, cremig, rund 
4 beige, cremig, rund hellbeige, cremig, rund hellbeige-bläulich, cre-
mig, rund 
5 hellbeige, cremig, rund hellbeige, cremig, rund hellbeige, cremig, rund 




7 beige, cremig, rund hellbeige, cremig, rund weiß, cremig, rund 
8 orange-gelb, cremig, rund orange-gelb, cremig, rund orange-gelb, cremig, 
rund 
9 * * orange-gelb-bläulich, 
schleimig, rund 
10 * * orange, cremig, rund 
11 hellbeige, cremig, rund weiß, cremig, rund hellbeige-bläulich, cre-
mig, rund 
12 beige-gelblich, cremig, 
rund 
hellbeige, cremig, rund weiß, cremig, rund 
13 beige-apricot, cremig, 
rund 
beige, cremig, rund blau, cremig, rund 






15 weiß, cremig, rund beige, cremig, rund weiß, cremig, rund 
16 * * weiß, cremig, rund 
17 hellapricot, schleimig-
fließend, rund 











-Agar: Malzextrakt-Agar + Novobiocin 
YGC-Agar: Yeastextract-Glucose-Chloramphenicol-Agar + Bromphenolblau 
*  Eine Weiterverimpfung und Anzucht war im weiteren Versuchsverlauf nicht mehr möglich, weshalb 
nicht alle Untersuchungen durchgeführt werden konnten 
Ergebnisse  65 
4.2.2 Einteilung der Hefen anhand des temperaturabhängigen Wachstums 
Bei + 25 °C zeigten 12 Isolatgruppen (Gruppe 1, 3, 4, 5, 7, 8, 11, 12, 17 und 18) ein 
deutliches Wachstum (Abbildung 25 C) und eine Isolatgruppe (Gruppe 6) ein schwa-
ches Wachstum (Abbildung 25 B). Sie wuchsen somit bei + 4 °C und + 25 °C und 
wurden daher als psychrotolerant eingestuft. 
Als psychrophile Organismen hingegen wurden fünf Hefegruppen (Gruppe 2, 13, 14 
und 15) identifiziert. Sie zeigten lediglich bei + 4 °C ein Wachstum. Bei + 25 °C war 
kein Wachstum (Abbildung 25 A) beobachtbar. Auf den Platten ohne Wachstum be-
findet sich durch den Ausstrich ebenfalls Zellmaterial, welches jedoch im Verlauf der 
Inkubation nicht weiter wuchs.  
Abbildung 25: Darstellung der unterschiedlichen Bewertungen des temperaturab-
hängigen Wachstums von Hefekolonien (A = fehlendes Wachstum; 
B = schwaches Wachstum; C = deutliches Wachstum; Bilder aus 
eigenen Untersuchungen) 
Bei den Gruppen 9, 10 und 16 konnte das Wachstum bei + 25 °C nicht mehr getestet 
werden, da die Isolate für weiterführende Untersuchungen nicht mehr anwuchsen. 
Eine Übersicht über die Untersuchungsergebnisse und die Einordnung der Isolat-
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Tabelle 13: Wachstum der Hefen der Isolatgruppen bei unterschiedlichen Tempera-
turen (+ 4 °C und + 25 °C) auf MEA+-Nährboden nach 14 Tagen 
Isolatgruppe  Wachstum bei + 4 °C Wachstum bei + 25 °C 
1  deutlich deutlich 
2  deutlich fehlend 
3  deutlich deutlich 
4  deutlich deutlich 
5  deutlich deutlich 
6  deutlich schwach 
7  deutlich deutlich 
8  deutlich deutlich 
9  deutlich * 
10  deutlich * 
11  deutlich deutlich 
12  deutlich deutlich 
13  deutlich fehlend 
14  deutlich fehlend 
15  deutlich fehlend 
16  deutlich * 
17  deutlich deutlich 
18  deutlich deutlich 
* 
 Die Daten dieser Hefen fehlen, da eine Weiterverimpfung und Anzucht im Ver-
suchsverlauf nicht mehr möglich war und deshalb nicht alle Untersuchungen 
durchgeführt werden konnten 
 
4.2.3 Identifizierung der Hefen durch FTIR-Untersuchung 
Für die Untersuchung durch das FTIR wurden die ausgestrichenen YGC-Nährböden 
herangezogen (Abbildung 24).  
Zunächst konnte die morphologische Einordnung der Hefen in die 18 Isolatgruppen 
bestätigt werden. Von diesen Isolatgruppen wurden durch das FTIR acht eindeutig 
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identifiziert (Candida sake, Candida zeylanoides, Cryptococcus curvatus, Debaryo-
myces hansenii, Filobasidium uniguttulatum, Pichia fermentans, Rhodotorula glutinis 
und mucilaginosa). Die Isolatgruppen 1, 2 und 3 konnten als Candida spp. identifi-
ziert werden. Die Isolatgruppe 6 konnte der Gattung Cryptococcus, die Isolatgruppe 
13 der Gattung Kazachstania und die Isolatgruppe 14 der Gattung Mrakia zugeord-
net werden. Vier Isolatgruppen (8, 9, 10 und 16) waren nicht identifizierbar (Tabelle 
14).  
Tabelle 14: Identifizierung der Isolatgruppen durch das FTIR 
Isolatgruppe  Identifizierung (FTIR) 
1  Candida spp. 
2  Candida spp. 
3  Candida spp. 
4  Candida sake 
5  Candida zeylanoides 
6  Cryptococcus spp. 
7  Cryptococcus curvatus 
8  unbekannt 
9  unbekannt 
10  unbekannt 
11  Debaryomyces hansenii 
12  Filobasidium uniguttulatum 
13  Kazachstania spp. 
14  Mrakia spp. 
15  Pichia fermentans 
16  unbekannt 
17  Rhodotorula glutinis 
18  Rhodotorula mucilaginosa 
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4.2.4 Identifizierung der Hefen durch Sequenzanalyse 
Aus den 18 Isolatgruppen wurde je ein Isolat für die Absicherung des FTIR-
Ergebnisses und für die endgültige Identifizierung mittels Sequenzanalyse ausge-
wählt. 
4.2.4.1 PCR und Gelelektrophorese 
Nach der Aufreinigung der DNA ergaben sich durch die PCR mit den vier verschie-
denen Primern (NL 1/4, ITS 1/4) in der Gelelektrophorese Amplifikate mit einer Län-
ge von ungefähr 600 bp. 
                                     
                                *   1   2   3   4   5   6   7   8   9  10 11 12 13 14 15              * 
 
   
                                                       Hefeisolate                       +   -     
Abbildung 26: Ergebnisse der PCR von 15 Hefeisolaten für die Sequenzierung                  
(1 - 15 = Hefeisolate; * = Längenstandard (50 bp - 2 kb); + = 
Positivkontrolle (Mrakia gelida, MRI-Stamm H 378);  −  = 
Negativkontrolle) 
4.2.4.2 Auswertung der Sequenzierung 
Die Sequenzierung konnte die Identifizierungsergebnisse der FTIR-Untersuchung 
der Isolatgruppen 4, 5, 7, 11, 12, 15, 17 und 18 bestätigen. 
Die Isolatgruppe 6, bei der durch das FTIR lediglich die Gattung ermittelt wurde, 
konnte als Cryptococcus carnescens identifiziert werden. 
Die aus einer Wildprobe isolierten Gruppen 8, 9, 10 und 17 wurden eindeutig (100 %) 
den Spezies Cystofilobasidium capitatum, Cystofilobasidium infirmoinatum, Cystofi-
lobasidium macerans und Rhodotorula creatinivora zugeordnet.  
Das Isolat der Gruppe 2 wurde zu 99 % als Candida argentea identifiziert. Die Hefen 
der Isolatgruppe 1 konnten mit einer Übereinstimmung von 100 % als Candida ali-
mentaria identifiziert werden.  
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Aus der positiven Straußenfleischprobe (Isolatgruppe 3) ergab die Sequenzanalyse 
eine 98 - 100 %iger Übereinstimmung mit Candida galli.  
Die Isolatgruppe 14, welche durch das FTIR zur Gattung Mrakia zugeordnet wurde, 
konnte mittels Sequenzierung mit einer Übereinstimmung von 99 - 99,7 % als Mrakia 
blollopsis identifiziert werden. 
Die Isolatgruppe 13 wurde mit einer Übereinstimmung von 89 bis 97 % als Kazachs-
tania lodderae nicht abschließend identifiziert (Tabelle 15). 
Tabelle 15: Taxonomische Zuordnung der Hefeisolate auf Basis der Sequenzie-
rungsergebnisse (D1/D2- und ITS-Domäne) sowie Nachweishäufigkeit 
und Fleischart der Proben 
Isolatgruppe  Spezies Übereinstimmung  
1  Candida alimentaria 100 % 
2  Candida argentea 99 % 
3  Candida galli 98 - 100 % 
4  Candida sake 100 % 
5  Candida zeylanoides 100 % 
6  Cryptococcus carnescens 100 % 
7  Cryptococcus curvatus 100 % 
8  Cystofilobasidium capitatum 100 % 
9  Cystofilobasidium infirmoinatum 100 % 
10  Cystofilobasidium macerans 100 % 
11  Debaryomyces hansenii 100 % 
12  Filobasidium uniguttulatum 100 % 
13  Kazachstania spp. 89 - 97 % 
14  Mrakia blollopsis 99 - 99,7 % 
15  Pichia fermentans 100 % 
16  Rhodotorula creatinivora 100 % 
17  Rhodotorula glutinis 100 % 
18  Rhodotorula mucilaginosa 100 % 
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4.2.5 Übersicht über die Hefeisolate der Marktstudie 
Es wurden im Rahmen der Marktstudie 18 psychrotolerante Hefen mit unterschiedli-
cher Koloniemorphologie isoliert. 
Tabelle 16: Übersicht über die Zuordnung der Isolate zu den Proben der Marktstudie 
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Isolatgruppe 8 
Cystofilo-




   
Isolatgruppe 9 
Cystofilo-
basidium        
infirmoinatum 
W-07 
Eine Weiterverimpfung und Anzucht war im 
weiteren Versuchsverlauf nicht mehr 
möglich, weshalb nicht alle Untersuchungen 




basidium       
macerans 
W-07 
Eine Weiterverimpfung und Anzucht war im 
weiteren Versuchsverlauf nicht mehr 
möglich, weshalb nicht alle Untersuchungen 
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Eine Weiterverimpfung und Anzucht war im 
weiteren Versuchsverlauf nicht mehr 
möglich, weshalb nicht alle Untersuchungen 















-Agar: Malzextrakt-Agar + Novobiocin 
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4.3 Neubeschreibung von Kazachstania psychrophila 
Die Spezies der Isolatgruppe 13 konnte durch die bisherigen Untersuchungen nicht 
eindeutig identifiziert werden. Aus diesem Grund erfolgten weitergehende Untersu-
chungen, durch welche festgestellt wurde, dass es sich hierbei um eine neue Art, 
Kazachstania psychrophila sp. nov., handelt (Kabisch et al., 2013). 
4.3.1 Koloniemorphologie 
Die Kolonien der Isolatgruppe 13 wuchsen auf GYP- und MEA+-Nährböden beige-
apricot- bzw. beigefarben, auf YGC-Agar zeigten sie durch das dem Nährboden zu-
gesetzte Bromphenolblau eine blaue Farbe. Die Konsistenz des Koloniematerials 
war auf allen Nährböden cremig, die Kolonien wuchsen rund, besaßen eine Größe 
von 3 bis 4 mm und hatten einen glatten Rand. Auf MEA+- und YGC-Agar zeigten sie 
eine glänzende Oberfläche, wohingegen auf GYP-Agar die Oberfläche matt erschien 


















  C 
Abbildung 27: Wachstum von Kazachstania psychrophila (Isolatgruppe 13) auf 
unterschiedlichen Nährböden nach Inkubation bei + 4 °C über 20 
Tage (A = GYP (Glucose-Yeast-Pepton-Agar); B = MEA+ 
(Malzextrakt-Agar + Novobiocin); C = YGC (Yeast-Glucose-
Chloramphenicol-Agar) 
4.3.2 Temperaturabhängiges Wachstum 
Die Isolate von Kazachstania psychrophila zeigten bei + 4 °C und + 10 °C ein deutli-
ches Wachstum. Bei + 25 °C konnte kein Wachstum mehr beobachtet werden. Im 
Gegensatz zu den Referenzstämmen zeigte Kazachstania psychrophila damit 
psychrophile Eigenschaften. 
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Eine Übersicht der Ergebnisse des temperaturabhängigen Wachstums der einzelnen 
Isolate findet sich im Anhang (Tabelle 26). 
4.3.3 Zellmorphologie, Sprossung und Ascosporenbildung 
Im Elektronenmikroskop wurden Hefezellen von Kazachstania psychrophila mit einer 
Größe von 3,5 - 5,7 x 2,4 - 4,5 μm vermessen. Die ovalen bis ellipsoiden Hefezellen 
einzeln, paarweise oder in kleinen Zellverbänden vor (Abbildung 28 A, B und C).  
Kazachstania psychrophila zeigte eine asexuelle Vermehrung durch multilaterale 
Sprossung. Abbildung 28 A, B und C zeigen Mutter- und Tochterzellen in unter-
schiedlichen Stadien der Sprossung. An den Sprossungsstellen der Mutterzellen 
fanden sich Sprossungsnarben (Abbildung 28 A). Eine Pseudohyphenbildung durch 
Elongation einer Hefezelle ist auf Abbildung 28 D (4) zu erkennen. 
   
                                                        1 
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Abbildung 28: Elektronenmikroskopische Aufnahmen von Kazachstania psychro-
phila (A = Mutterzellen (1) mit Sprossnarben (2) und Tochterzellen 
(3); B = Hefezellen in verschiedenen Stadien der Sprossung; C = 
Verband aus Hefezellen; D = Pseudohyphe (4)); Vergrößerung: A = 
10000fach; B = 7000fach; C = 4500fach; D = 5000fach 
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Kazachstania psychrophila zeigte auch eine Ascosporenbildung. Es befanden sich 
zwei bis vier Ascosporen in einem Ascus (Abbildung 29). 
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Abbildung 29: Bildung von Ascosporen von Kazachstania psychrophila nach An-
zucht auf 2 %igem Malzextrakt-Agar bei + 10 °C über 28 Tage (A = 
Hefezelle (1) mit vier Ascosporen (2); B = Hefezelle (1) mit zwei 
Ascosporen (2)) 
4.3.4 Sequenzanalyse 
Von allen Isolaten der Isolatgruppe 13 wurde die DNA isoliert. Die durch Amplifikati-
on mit den Primer NL1/4 und ITS 1/4 erhaltenen PCR-Produkte wurden sequenziert 
und die erhaltene Sequenz mit den Datenbanken CBS und NCBI abgeglichen (Kapi-
tel 3.2.2.5). Dies ergab eine Zugehörigkeit zur Gattung Kazachstania. Die höchste 
Übereinstimmung bei der D1/D2-Region konnte bei Kazachstania lodderae (97 %), 
Kazachstania ichnusensis und unispora (96 %) erzielt werden. Der Abgleich der ITS-
Region ergab eine Übereinstimmung von 99 und 100 % bei zwei unkultivierbaren 
Kompostpilzen. Kazachstania lodderae (89 %), Kazachstania kunashirensis (87 %) 
und Kazachstania piceae (84 %) waren aus der Gattung Kazachstania mit der höchs-
ten Übereinstimmung angegeben.  
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Abbildung 30: Stammbaum basierend auf der D1/D2-Region der großen Unter-
einheit (26S) des rDNA-Gens, welcher die Verwandschaft zwischen 
Kazachstania psychrophila und anderen Kazachstania-Spezies 
(Typ-Stämme) (nach Kabisch et al., 2013) 
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4.3.5 Physiologische Charakterisierung 
Zur Charakterisierung und Identifizierung von Kazachstania psychrophila wurden die 
physiologischen Stoffwechselfähigkeiten herangezogen. Die drei Hefestämme (Ka-
zachstania unispora CBS 398; Kazachstania lodderae CBS 2757 und Kazachstania 
servazii CBS 4311) wurden als Referenz herangezogen.  
Eine ausführliche Übersicht über die Ergebnisse der physiologischen Charakterisie-
rung der einzelnen Isolate findet sich im Anhang (Tabelle 26). 
Bei der Untersuchung der aeroben Stoffwechselfähigkeiten konnten die Kohlenstoff-
quellen Galactose, Gluconsäure, Glucose, Glycerol, Raffinose, Sucrose, Trehalose, 
Milchsäure (schwach) und Succinylsäure (schwach) assimiliert werden. Nicht assimi-
liert wurden L-Arabinose, Cellobiose, Citrat, Ethanol, Erythriol, Galacitol, Glucosa-
minhydrochlorid, Glucosid, Hexadecan, Inulin, Lactose, Maltose, Mannitol, Melezito-
se, Melibiose, Methanol, Myo-Inosit, Rhamnose, Ribitol, Ribose, Salicin, Sorbitol, 
Sorbose, Stärke, Xylose. Die vier getesteten Stickstoffquellen Nitrat, Nitrit, Creatin 
und Creatinin konnten nicht assimiliert werden (Tabelle 17).  
Unter anaeroben Bedingungen konnten die Kohlenstoffquellen Galactose, Glucose, 
Maltose (schwach), Raffinose, Sucrose, Trehalose fermentiert werden. Cellobiose, 
Glucosid, Inulin, Lactose, Melezitose, Melibiose, Stärke und Xylose wurden nicht 
fermentiert (Tabelle 17).  
Bei einer NaCl-Konzentration von 5 % und 10 % konnte ein deutliches Wachstum 
festgestellt werden, bei einer Konzentration von 16 % war ein schwaches Wachstum 
zu erkennen (Tabelle 17).  
Ein Wachstum in vitaminfreiem Medium und bei einer Glucosekonzentration von 
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Tabelle 17: Übersicht ausgewählter Ergebnisse der physiologischen Charakterisie-
rung von Kazachstania psychrophila 
Assimilation Kohlenstoffquellen 
L- Arabinose - Melezitose - 
Cellobiose - Melibiose - 
Citrat - Methanol - 
Ethanol - Milchsäure (+)d 
Erythriol - Myo-Inosit - 
Galacitol - Raffinose + 
Galactose + Rhamnose - 
Gluconsäure + Ribitol - 
Glucosaminhydrochlorid - Ribose - 
D-Glucose + Salicin - 
Glucosid - Sorbitol - 
Glycerol + Sorbose - 
Hexadecan - Stärke - 
Inulin - Succinylsäure (+)d 
Lactose - Sucrose + 
Maltose - Trehalose + 
Mannitol - Xylose - 
Assimilation von Stickstoffquellen 
Nitrat - Creatin - 
Nitrit - Creatinin - 
Fermentation 
Cellobiose - Melezitose - 
Galactose + Melibiose - 
D-Glucose + Raffinose + 
Glucosid - Stärke - 
Inulin - Sucrose + 
Lactose - Trehalose + 
Maltose (+) Xylose - 
Temperaturabhängiges Wachstum 
+ 4 °C + 
+ 10 °C + 
+ 25 °C - 
NaCl-Konzentration 
5 % + 
10 % + 
16 % (+) 
+      deutliches Wachstum 
(+)    schwaches Wachstum 
-       kein Wachstum 
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4.4 Challengeversuche 
4.4.1  Challengeversuche mit Candida spp. 
4.4.1.1 Physikalisch-chemische Parameter 
Der pH-Wert lag am Tag der Beimpfung bei 5,65 und blieb bei den beimpften Proben 
bis zu Tag 42 auf diesem Niveau. Ab Tag 42 konnte eine deutliche Abnahme bis 
Tag 56 auf 5,27 festgestellt werden. Anschließend stieg der pH-Wert bis zum Tag 84 
leicht an und erreichte in beimpften Fleischstücken Werte von 5,42.  
Der Anfangswert bei den Kontrollen lag ebenfalls bei 5,65. Bis Tag 56 sank der Wert 
auf 5,21 und erreichte am Tag 84 einen Endwert von 5,3 (Abbildung 31). 
 
Der aw-Wert lag zu Beginn bei den beimpften Proben bei 0,9890 und fiel bis Tag 28 
bei den beimpften Proben auf 0,9870. Der Anfangswert lag bei den Kontrollen bei 
0,9891 und sank auf 0,9881 am Tag 28. Im weiteren Verlauf nahmen diese Werte 
gleichermaßen bis auf 0,9860 (Kontrolle) und 0,9858 (beimpfte Probe) ab (Abbildung 
32). 
Abbildung 31: Verlauf der pH-Werte der vakuumverpackten Rindfleischproben (mit 
Candida spp. beimpfte Proben und unbeimpfte Kontrollproben) über 
einen Zeitraum von 84 Tagen bei + 2 °C (aufgetragen sind die 
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4.4.1.2 Mikrobiologische Parameter 
Die aerobe, mesophile Keimzahl der beimpften Proben stieg von 30 KbE/cm² 
(1,5 log10 KbE/cm²) am Tag 0 bis auf einen Wert von 4,5 x 104 KbE/cm2 
(4,7 log10 KbE/cm²) am Tag 14. Am Tag 28 wurde ein Wert von 2,6 x 106 KbE/cm2 
(6,4 log10 KbE/cm²) ermittelt. Mit zunehmender Lagerzeit stieg die Keimzahl und er-
reichte am Tag 42 Werte von 8,9 x 107 KbE/cm2 (7,9 log10 KbE/cm²) und am Tag 84 
von 3,2 x 109 KbE/cm² (9,5 log10 KbE/cm²).  
Bei den Kontrollproben lag am Tag 0 die Keimzahl unter der quantitativen Nachweis-
grenze und stieg bis Tag 28 auf 3,6 x 106 KbE/cm2 (6,6 log10 KbE/cm²) und weiter bis 














Abbildung 32: Verlauf der aw-Werte der vakuumverpackten Rindfleischproben (mit 
Candida spp. beimpfte Proben und unbeimpfte Kontrollproben) über 
einen Zeitraum von 84 Tagen bei + 2 °C (aufgetragen sind die 
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Abbildung 33: Verlauf der aeroben, mesophilen Keimzahl der vakuumverpackten 
Rindfleischproben (mit Candida spp. beimpfte Proben und 
unbeimpfte Kontrollproben) über einen Zeitraum von 84 Tagen bei 
+ 2 °C (aufgetragen sind die Medianwerte des Dreifachansatzes 
und die Standardabweichung; quantitative Nachweisgrenze bei 
10 KbE/cm2) 
Analog hierzu zeigte sich der Verlauf der Milchsäurebakterienkeimzahlen sowohl bei 
den beimpften Fleischproben als auch bei den Kontrollen. Die Keimzahlen der  bei-
mpften Fleischstücke stiegen von 20 KbE/cm2 (1,3 log10 KbE/cm²) zu Beginn auf 
2,2 x 106 KbE/cm2 (6,3 log10 KbE/cm²) am Tag 28. Am Tag 84 zeigten die inokulier-
ten Proben einen Wert von 3,5 x 109 KbE/cm² (9,5 log10 KbE/cm²).  
Am Tag 0 war bei den Kontrollproben kein direkter Nachweis der Milchsäurebakte-
rien möglich. Bis Tag 42 stieg die Keimzahl stetig auf 5,6 x 107 KbE/cm2 
(7,7 log10 KbE/cm²) an. Nach einem Abfall auf 6,6 x 106 KbE/cm2 (6,8 log10 KbE/cm²) 
am Tag 56 nahm die Keimzahl anschließend bis Tag 84 auf 1,1 x 109 KbE/cm2 
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Abbildung 34: Verlauf der Keimzahl der Milchsäurebakterien der vakuumverpack-
ten Rindfleischproben (mit Candida spp. beimpfte Proben und 
unbeimpfte Kontrollproben) über einen Zeitraum von 84 Tagen bei 
+ 2 °C (aufgetragen sind die Medianwerte des Dreifachansatzes 
und die Standardabweichung; quantitative Nachweisgrenze bei 
10 KbE/cm2) 
Abbildung 35: Verlauf der Keimzahl der Enterobacteriaceen der vakuumverpackten 
Rindfleischproben (mit Candida spp. beimpfte Proben und 
unbeimpfte Kontrollproben) über einen Zeitraum von 84 Tagen bei 
+ 2 °C (aufgetragen sind die Medianwerte des Dreifachansatzes und 
die Standardabweichung; quantitative Nachweisgrenze bei 
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Enterobacteriaceen ließen sich nur an den Tagen 14 und 28 bei den beimpften 
Fleischproben in Keimzahlen von 40 KbE/cm² (1,6 log10 KbE/cm²) und 50 KbE/cm2  
(1,7 log10 KbE/cm²) nachweisen. Die Enterobacteriaceenzahl lag über den gesamten 
Zeitraum bei den Kontrollproben unterhalb der quantitativen Nachweisgrenze (Abbil-
dung 35). 
 
Die Candida spp. wurden in einer Konzentration von 2,0 x 102 KbE/cm² 
(2,3 log10 KbE/cm²) auf das Fleisch aufgeimpft. Anschließend stieg die Keimzahl bis 
zum Tag 42 auf 2,1 x 106 KbE/cm² (6,3 log10 KbE/cm²) und blieb auf diesem Niveau. 
Am Tag 84 war eine Keimzahl von 3,3 x 106 KbE/cm² (6,5 log10 KbE/cm²) zu ermit-
teln. In den Negativkontrollen wurden bis zum Tag 84 keine Hefen nachgewiesen 
(Abbildung 36).  
 
Abbildung 36: Verlauf der Keimzahl der Hefen der vakuumverpackten Rindfleisch-
proben (mit Candida spp. beimpfte Proben und unbeimpfte 
Kontrollproben) über einen Zeitraum von 84 Tagen bei + 2 °C 
(aufgetragen sind die Medianwerte des Dreifachansatzes und die 
Standardabweichung; quantitative Nachweisgrenze bei 10 KbE/cm2) 
4.4.1.3 Sensorische Beurteilung 
Ab der fünften Lagerwoche waren bei einigen beimpften Probengruppe Gasblasen 
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zu (Abbildung 37). Die Gasbildung wurde als mittelgradig bewertet. Einzelne Kon-
trollproben zeigten ab Woche 10 ebenfalls kleine Gasbläschen. 
Die Farbe des Fleischsaftes veränderte sich sowohl bei den beimpften Proben als 
auch bei den Kontrollproben von rötlich bis hin zu einer dunkelroten bis rotbraunen 
Farbe (Abbildung 37).  
Im Laufe der Lagerzeit entwickelte sich bei beimpften und unbeimpften Proben ein 
säuerlicher Geruch. Die beimpften Proben rochen jedoch ab Lagerwoche 8 zuneh-
mend muffiger. Am Ende der Lagerzeit konnte zudem ein fruchtiger, alkoholischer 
Geruch wahrgenommen werden. Es konnte auch eine leicht säuerliche Geschmacks-
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Abbildung 37: Veränderung der Fleisch- und Tropfsaftfarbe sowie die Gasbildung 
der vakuumverpackten und mit Candida spp. beimpften Rindfleisch-
proben in Woche 5 (A), 6 (B), 8 (C) und 12 (D) bei einer Lagerung 
über 12 Wochen bei + 2 °C 
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4.4.2 Challengeversuche mit Mrakia spp. 
4.4.2.1 Physikalisch-chemische Parameter 
Der pH-Wert der beimpften Proben fiel von 5,65 am Tag 0 auf 5,32 am Tag 42. An-
schließend stieg dieser bis Tag 84 auf 5,48 an.  
Die pH-Wertentwicklung der Kontrollproben verlief bis Tag 42 analog, wobei der 
Ausgangswert von 5,8 auf 5,44 sank. An Tag 56 lag der Wert bei 5,65 und fiel bis 
zum Versuchsende wieder auf 5,4 (Abbildung 38).  
 
  
Abbildung 38: Verlauf der pH-Werte der vakuumverpackten Rindfleischproben (mit 
Mrakia spp. beimpfte Proben und unbeimpfte Kontrollproben) über 
einen Zeitraum von 84 Tagen bei + 2 °C (aufgetragen sind die 
Medianwerte des Dreifachansatzes und die Standardabweichung) 
Der aw-Wert-Verlauf zeigte innerhalb der 84 Tage einen kontinuierlichen Abfall von 
0,9889 bei den beimpften Proben auf einen Endwert von 0,9858 am Tag 84.  
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Abbildung 39: Verlauf der aw-Werte der vakuumverpackten Rindfleischproben (mit 
Mrakia spp. beimpfte Proben und unbeimpfte Kontrollproben) über 
einen Zeitraum von 84 Tagen bei + 2 °C (aufgetragen sind die 
Medianwerte des Dreifachansatzes und die Standardabweichung) 
4.4.2.2 Mikrobiologische Parameter 
Am Tag 0 lagen die Werte für die aerobe, mesophile Keimzahl der beimpften und 
unbeimpften Proben unterhalb von 10 KbE/cm2 (1,0 log10 KbE/cm²).  
Bis zum Tag 14 stieg die Keimzahl der beimpften Proben auf 7,0 x 103 KbE/cm2 
(3,8 log10 KbE/cm²) und erreichte im Versuchsverlauf am Tag 84 einen Wert von 
5,7 x 107 KbE/cm² (7,8 log10 KbE/cm²) bei den beimpften Proben.  
In den Kontrollen wurde am Tag 28 eine Keimzahl von 8,0 x 103 KbE/cm2 
(3,9 log10 KbE/cm²) nachgewiesen. Diese stieg bis Tag 56 auf 6,4 x 106 KbE/cm² 
(6,8 log10 KbE/cm²) und erreichte am Tag 84 1,0 x 107 KbE/cm² (7,0 log10 KbE/cm²) 
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Abbildung 40: Verlauf der aeroben, mesophilen Keimzahl der vakuumverpackten 
Rindfleischproben (mit Mrakia spp. beimpfte Proben und unbeimpfte 
Kontrollproben) über einen Zeitraum von 84 Tagen bei + 2 °C 
(aufgetragen sind die Medianwerte des Dreifachansatzes und die 
Standardabweichung; quantitative Nachweisgrenze bei 10 KbE/cm2) 
Die Keimzahl der Milchsäurebakterien bei den beimpften Fleischstücken lag am 
Tag 0 unterhalb der quantitativen Nachweisgrenze. Sie nahm bis auf einen Wert von 
6,5 x 103 KbE/cm2 (3,8 log10 KbE/cm²) am Tag 14 zu und erreichte am Tag 42 Werte 
von 4,0 x 104 KbE/cm2 (4,6 log10 KbE/cm²). Anschließend stieg die Keimzahl bis Tag 
84 auf 8,1 x 107 KbE/cm2 (7,9 log10 KbE/cm²).  
Bei Versuchsbeginn zeigten die Kontrollproben bei den Milchsäurebakterien Keim-
zahlen von 30 KbE/cm2 (1,5 log10 KbE/cm²). Im Anschluss daran stiegen sie auf 
4,7 x 105 KbE/cm2 (5,7 log10 KbE/cm²) am Tag 42 und bis Tag 84 auf einen Endwert 
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Abbildung 41: Verlauf der Keimzahl der Milchsäurebakterien der vakuumver-
packten Rindfleischproben (mit Mrakia spp. beimpfte Proben und 
unbeimpfte Kontrollproben) über einen Zeitraum von 84 Tagen bei 
+ 2 °C (aufgetragen sind die Medianwerte des Dreifachansatzes 
und die Standardabweichung; quantitative Nachweisgrenze bei 
10 KbE/cm2) 
Enterobacteriaceen wurden in beiden Ansätzen bis zum Tag 42 nicht nachgewiesen. 
An den Tagen 70 und 84 wiesen die beimpften Proben Enterobacteriaceen in Höhe 
von 1,0 x 102 (2,0 log10 KbE/cm²) und 1,0 x 103 KbE/cm² (3,0 log10 KbE/cm²) auf.  
Auf den Kontrollproben wurde am Tag 56 eine Enterobacteriaceenzahl von 
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Abbildung 42: Verlauf der Keimzahl der Enterobacteriaceen der vakuumverpackten 
Rindfleischproben (mit Mrakia spp. beimpfte Proben und unbeimpfte 
Kontrollproben) über einen Zeitraum von 84 Tagen bei + 2 °C 
(aufgetragen sind die Medianwerte des Dreifachansatzes und die 
Standardabweichung; quantitative Nachweisgrenze bei 10 KbE/cm2) 
 
Die Hefenanzahl lag bei den Negativkontrollen bis zum Tag 70 unterhalb der Nach-
weisgrenze von 10 KbE/cm² (1,0 log10 KbE/cm²). Am Tag 84 wurde ein Wert von 
10 KbE/cm² (1,0 log10 KbE/cm²) festgestellt.  
Bei den beimpften Proben stiegen die Werte von 80 KbE/cm² (1,9 log10 KbE/cm²) am 
Tag 0 auf Hefezahlen von 3,5 x 10³ KbE/cm² (3,5 log10 KbE/cm²) am Tag 28. Die He-
fezahlen blieben ab diesem Tag relativ konstant, so dass am Tag 84 ein Wert von 
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Abbildung 43: Verlauf der Keimzahl der Hefen der vakuumverpackten Rindfleisch-
proben (mit Mrakia spp. beimpfte Proben und unbeimpfte 
Kontrollproben) über einen Zeitraum von 84 Tagen bei + 2 °C 
(aufgetragen sind die Medianwerte des Dreifachansatzes und die 
Standardabweichung; quantitative Nachweisgrenze bei 10 KbE/cm2) 
4.4.2.3 Sensorische Beurteilung 
Der fleischtypische Geruch aller Proben bekam ab der Hälfte der Versuchszeit eine 
leicht säuerliche Komponente. Vereinzelt wurden in beiden Probenansätzen auch 
kleine, einzelne Gasbläschen entdeckt. Sowohl in den beimpften, als auch in den 
unbeimpften Proben verfärbte sich der Tropfsaft rotbraun (Abbildung 44).  
Es konnte gegen Ende der Lagerzeit ein säuerlicher, leicht hefiger Geruch bei den 
beimpften Proben wahrgenommen werden. Ein eindeutiger Verderbsgeruch konnte 
zu keiner Zeit festgestellt werden. Auch bei der Verkostung gab es keine abweichen-
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Abbildung 44: Veränderung der Fleisch- und Tropfsaftfarbe sowie die Gasbildung 
der vakuumverpackten und mit Mrakia spp. beimpften Rindfleisch-
proben in Woche 0 (A), 4 (B), 8 (C) und 12 (D) bei einer Lagerung 
über 12 Wochen bei + 2 °C 
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4.4.3 Challengeversuche mit Kazachstania spp. 
4.4.3.1 Physikalisch-chemische Parameter 
Der Ausgangwert lag bei den beimpften Proben bei einem pH-Wert von 5,6. Der pH-
Wert der beimpften Proben nahm bis Tag 28 auf Werte von 5,22 ab. Am Tag 70 wur-
den Werte von 5,34 und am Tag 84 Werte von 5,28 gemessen.  
Am Tag 0 betrug der pH-Wert der Kontrollen 5,61. Bis zum Tag 14 stieg dieser auf 
5,65 und sank anschließend bis Tag 56 auf 5,31. Der Wert der Kontrolle lag am Ver-
suchsende am Tag 84 bei 5,4 (Abbildung 45).  
 
 
Abbildung 45: Verlauf der pH-Werte der vakuumverpackten Rindfleischproben (mit 
Kazachstania spp. beimpfte Proben und unbeimpfte Kontrollproben) 
über einen Zeitraum von 84 Tagen bei + 2 °C (aufgetragen sind die 
Medianwerte des Dreifachansatzes und die Standardabweichung) 
 
Der aw-Wert  zu Beginn war bei beimpften und unbeimpften Proben 0,9893. Bei den 
beimpften Proben sank der Wert auf 0,9866 am Tag 28. Anschließend nahm dieser 
weiter ab und erreichte am Tag 56 Werte von 0,9855 und am Tag 84 Werte von 
0,9856. In den Kontrollproben wurden am Tag 28 aw-Werte von 0,9883 und am Tag 
56 Werte von 0,9861 gemessen. Am letzten Untersuchungstag war in diesen Proben 
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4.4.3.2 Mikrobiologische Parameter 
Die aerobe, mesophile Keimzahl der beimpften Proben lag zu Versuchsbeginn un-
terhalb der Nachweisgrenze von 10 KbE/cm2 (1,0 log10 KbE/cm²). Bis zum Tag 28 
nahm diese zu und erreichte Werte von 9,2 x 105 KbE/cm2 (5,9 log10 KbE/cm²) am 
Tag 28 und blieb anschließend auf diesem Niveau. Am Ende der Lagerdauer am Tag 
84 wurde ein Wert von 4,6 x 106 KbE/cm² (6,7 log10 KbE/cm²) nachgewiesen.  
Bei den Kontrollen stieg die mesophile, aerobe Keimzahl von 20 KbE/cm² 
(1,3 log10 KbE/cm²) zu Versuchsbeginn bis zum Tag 28 auf 8,0 x 104 KbE/cm² 
(4,9 log10 KbE/cm²) an. Bis zum Tag 84 nahm die Zellzahl auf 4,8 x 106 KbE/cm² 















Abbildung 46: Verlauf der aw-Werte der vakuumverpackten Rindfleischproben (mit 
Kazachstania spp. beimpfte Proben und unbeimpfte Kontrollproben) 
über einen Zeitraum von 84 Tagen bei + 2 °C (aufgetragen sind die 
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Die Anzahl der Milchsäurebakterien lag am Tag 0 in den beimpften Proben und Kon-
trollproben unterhalb der quantitativen Nachweisgrenze von 10 KbE/cm2 
(1,0 log10 KbE/cm²).  
Die Keimzahl der inokulierten Proben stieg auf 7,2 x 105 KbE/cm2 (5,9 log10 KbE/cm²) 
am Tag 28. Bis zu Tag 84 erhöhte sich der Wert auf 2,0 x 106 KbE/cm2 
(6,3 log10 KbE/cm²).  
Die unbeimpften Fleischstücke zeigten einen Anstieg der Milchsäurebakterien auf 
8,1 x 104 KbE/cm2 (4,9 log10 KbE/cm²) am Versuchstag 28 und 2,9 x 106 KbE/cm2 







Abbildung 47: Verlauf der aeroben, mesophilen Keimzahl der vakuumverpackten 
Rindfleischproben (mit Kazachstania spp. beimpfte Proben und 
unbeimpfte Kontrollproben) über einen Zeitraum von 84 Tagen bei 
+ 2 °C (aufgetragen sind die Medianwerte des Dreifachansatzes 
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Abbildung 48: Verlauf der Keimzahl der Milchsäurebakterien der vakuumver-
packten Rindfleischproben (mit Kazachstania spp. beimpfte Proben 
und unbeimpfte Kontrollproben) über einen Zeitraum von 84 Tagen 
bei + 2 °C (aufgetragen sind die Medianwerte des 
Dreifachansatzes und die Standardabweichung; quantitative 
Nachweisgrenze bei 10 KbE/cm2) 
 
Die Zahl der Enterobacteriaceen verlief bei beiden Ansätzen analog und lag am Tag 
0 unterhalb der quantitativen Nachweisgrenze.  
Die Keimzahl stieg am Tag 28 bei den beimpften Proben auf 1,1 x 102 KbE/cm2 
(2,0 log10 KbE/cm²) und bei den unbeimpften Proben auf 3,0 x 102 KbE/cm2 
(2,5 log10 KbE/cm²) an.  
Der Wert fiel am Tag 42 bei beiden Versuchsansätzen auf 10 KbE/cm2 
(1,0 log10 KbE/cm²) und stieg bis Tag 84 auf eine Keimzahl von 3,9 x 103 KbE/cm2 
(3,6 log10 KbE/cm²) in den beimpften und auf 6,4 x 103 KbE/cm2 (3,8 log10 KbE/cm²) 
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Der Anfangswert von Kazachstania spp. bei dem beimpften Fleischproben lag zu 
Beginn bei 60 KbE/cm2 (1,8 log10 KbE/cm²). Die Hefenzahl stieg auf 
2,9 x 106 KbE/cm² (6,5 log10 KbE/cm²) an Versuchstag 28 an und blieb auf diesem 
Niveau. Der Endwert am Tag 84 lag bei 3,1 x 106 KbE/cm² (6,5 log10 KbE/cm²).  
In den unbeimpften Proben wurden Hefen nur am Tag 70 mit 10 KbE/cm² 










Abbildung 49: Verlauf der Keimzahl der Enterobacteriaceen der vakuumverpackten 
Rindfleischproben (mit Kazachstania spp. beimpfte Proben und 
unbeimpfte Kontrollproben) über einen Zeitraum von 84 Tagen bei 
+ 2 °C (aufgetragen sind die Medianwerte des Dreifachansatzes und 
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Abbildung 50: Verlauf der Keimzahl der Hefen der vakuumverpackten Rindfleisch-
proben (mit Kazachstania spp. beimpfte Proben und unbeimpfte 
Kontrollproben) über einen Zeitraum von 84 Tagen bei + 2 °C 
(aufgetragen sind die Medianwerte des Dreifachansatzes und die 
Standardabweichung; quantitative Nachweisgrenze bei 10 KbE/cm2) 
4.4.3.3 Sensorische Beurteilung 
Ab Lagerwoche 4 zeigten die beimpften Proben eine Gasbildung, welche als mittel-
gradig eingestuft wurde (Abbildung 51).  
Der anfänglich typische Fleischreifegeruch ging bei den Kontrollproben während der 
Lagerzeit in einen säuerlichen Altgeruch über. Bei den beimpften Proben hingegen 
ging der Reifegeruch schon ab der zweiten Lagerwoche in einen zunehmend säuerli-
chen und deutlich muffig-dumpfen Geruch über.  
Die Farbe des Fleisches und des Fleischsaftes der beimpften Proben wurden zu-
nehmend grünlicher (Abbildung 51).  
Bei der Verkostung der Kochprobe konnten geschmackliche Abweichungen festge-
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Abbildung 51: Veränderung der Fleisch- und Tropfsaftfarbe sowie die Gasbildung 
der vakuumverpackten und mit Kazachstania spp. beimpften 
Rindfleischproben in Woche 4 (A), 6 (B), 8 (C) und 12 (D) bei einer 
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4.4.4 Zusammenfassung der Challengeversuche 
Bei der Ausgangskeimzahl am Tag 0 waren in allen Challengeversuchen sehr gerin-
ge Keimzahlen nachzuweisen. Somit war es durch die Vorbereitung der Probenstü-
cke (Kapitel 3.2.4.2) gelungen, eine keimarme Oberfläche herzustellen. Dadurch 
konnte sichergestellt werden, dass die aufgeimpften Hefen möglichst wenig durch 
andere Keime beeinflusst wurden.  
Es traten keine markanten Unterschiede im Verlauf der pH- und aw-Werte auf. Auch 
die Entwicklung der aeroben, mesophilen Keimzahlen und der Keimzahlen der 
Milchsäurebakterien bei den beimpften und unbeimpften Proben verlief in den drei 
Challengeversuchen analog. Die Keimzahlen der Proben an Tag 0 waren sehr nied-
rig oder unterhalb der quantitativen Nachweisgrenze. Somit konnte durch die Vorbe-
reitung der Schwanzrollen für die Challengeversuche eine geringe Oberflächenkeim-
zahl der Probenstücke zu Beginn der Versuchszeit erreicht werden. Die Hefezahlen 
der beimpften Proben zu Beginn entsprachen der aufgeimpften Konzentration von 
102 KbE/cm2. Die sensorischen Veränderungen unterschieden sich bei den drei 
Challengeversuchen.  
Bei der Beimpfung mit Candida spp. zeigten sich leichte Verderbserscheinungen, 
welche sich zum einen in einer mittelgradigen Gasbildung, zum anderen in einer Ge-
ruchsabweichung äußerten. Es wurde eine fruchtig-alkoholische geruchliche Verän-
derung der beimpften Proben nachgewiesen. Die Keimzahl der Hefen stieg in den 
beimpften Proben bis Tag 84 auf einen Wert von 3,3 x 106 KbE/cm² an. 
Der Versuchsansatz mit Mrakia spp. zeigte die geringsten Abweichungen. Sowohl 
bei den beimpften Proben als auch bei den Kontrollproben traten überwiegend Ver-
änderungen im Rahmen der Fleischalterung auf. Es zeigten sich vereinzelt kleine 
Gasblasen in Laufe der Lagerzeit. Die beimpften Proben besaßen gegen Ende der 
Lagerzeit einen leicht fruchtigen Geruch. Bis zum Tag 84 zeigte sich eine leichte Zu-
nahme der Hefekeimzahl auf 1,0 x 103 KbE/cm2. 
Bei einer Beimpfung der Fleischstücke mit Kazachstania spp. zeigten sich hingegen 
deutliche Anzeichen von Verderb. Schon nach kurzer Zeit waren Veränderungen der 
Farbe, des Geruchs und eine mittelgradige Gasbildung wahrnehmbar. Die Proben-
stücke verfärbten sich zunehmend bräunlich und es entwickelte sich ein säuerlich-
muffiger Geruch. Am Tag 84 wurde eine Keimzahl der Hefen von 3,1 x 106 KbE/cm² 
nachgewiesen. 
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4.5 Wirksamkeit von Desinfektionsmitteln 
4.5.1 Wirksamkeit auf glatten Schneidbrettern 
Bei den glatten Schneidebrettern wurden ohne Anreicherung nur in einer Probe aus 
Pool III, die mit Antisept® A behandelt wurde, Hefen nachgewiesen. Bei der Behand-
lung mit sterilem Wasser waren alle Proben in Pool III und eine Probe in Pool IV po-
sitiv (Tabelle 18).  
Tabelle 18: Wirksamkeit der ausgewählten Desinfektionsmittel gegenüber den unter-
schiedlichen Hefepools (Ansatz 1, 2, 3, 4, 5, 6), die auf Schneidebretter 
mit glatter Oberfläche aufgeimpft wurden (ohne Anreicherung) 
Desinfektionsmittel 
Pool I 
1   2   3   4   5   6 
Pool II 
1   2   3   4   5   6 
Pool III 
1   2   3   4   5   6 
Pool IV 
1   2   3   4   5   6 
Antisept® 10 -    -    -    -    -    - -    -    -    -    -    - -    -    -    -    -    - -    -    -    -    -    - 
Antisept® A -    -    -    -    -    - -    -    -    -    -    - +   -    -    -    -    - -    -    -    -    -    - 
Antisept®PES 33 -    -    -    -    -    - -    -    -    -    -    - -    -    -    -    -    - -    -    -    -    -    - 
Ethanol -    -    -    -    -    - -    -    -    -    -    - -    -    -    -    -    - -    -    -    -    -    - 
Mucozit® B -    -    -    -    -    - -    -    -    -    -    - -    -    -    -    -    - -    -    -    -    -    - 
Steril® -    -    -    -    -    - -    -    -    -    -    - -    -    -    -    -    - -    -    -    -    -    - 
Wasser -    -    -    -    -    - -    -    -    -    -    - +   +   +   +   +   + -    -    -    +   -    - 
Wofasteril® -    -    -    -    -    - -    -    -    -    -    - -    -    -    -    -    - -    -    -    -    -    - 
Xyloquat® Plus -    -    -    -    -    - -    -    -    -    -    - -    -    -    -    -    - -    -    -    -    -    - 
-  = keine Hefen nachweisbar    + = 1 - 10
2 
KbE/cm
2       




Pool I: Mrakia spp. 
Pool II: Kazachstania spp. 
Pool III: Candida spp.; Rhodotorula spp.; Filobasidium uniguttulatum 
Pool VI: Candida spp.; Pichia spp. 
 
Nach der Anreicherung der Proben in Peptonwasser konnte die Behandlung mit ste-
rilem Wasser nur bei je zwei Proben aus Pool II und IV eine vollständige Entfernung 
der Hefen bewirken, wohingegen alle anderen positiv waren. Bei der Verwendung 
von Antisept® A, Ethanol und Wofasteril® ergab sich jeweils bei einer Probe aus Pool 
I und Pool III ein Nachweis von Hefen (Tabelle 19). Eine mit Antisept® 10 behandelte 
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Probe aus Pool I war ebenfalls positiv. In Pool IV waren vier Proben nach Behand-
lung mit Wofasteril nach der Anreicherung positiv. 
Tabelle 19: Wirksamkeit der ausgewählten Desinfektionsmittel gegenüber den unter-
schiedlichen Hefepools (Ansatz 1, 2, 3, 4, 5, 6), die auf Schneidebretter 
mit glatter Oberfläche aufgeimpft wurden (nach 7 Tagen Anreicherung)  
Desinfektionsmittel 
Pool I 
1   2   3   4   5   6 
Pool II 
1   2   3   4   5   6 
Pool III 
1   2   3   4   5   6 
Pool IV 
1   2   3   4   5   6 
Antisept® 10 -    -   +    -    -    - -    -    -    -    -    - -    -    -    -    -    - -    -    -    -    -    - 
Antisept® A -    -   +    -    -    - -    -    -    -    -    - -    -    -    -    -   + -    -    -    -    -    - 
Antisept®PES 33 -    -    -    -    -    - -    -    -    -    -    - -    -    -    -    -    - -    -    -    -    -    - 
Ethanol +   -    -    -    -    - -    -    -    -    -    - -    -   +    -    -    - -    -    -    -    -    - 
Mucozit® B -    -    -    -    -    - -    -    -    -    -    - -    -    -    -    -    - -    -    -    -    -    - 
Steril® -    -    -    -    -    - -    -    -    -    -    - -    -    -    -    -    - -    -    -    -    -    - 
Wasser +   +   ++  +  ++  + +   -    +   +    -   + +   +   +  ++ ++ ++ +   -   +   +   +    - 
Wofasteril® -    -   +    -    -    - -    -    -    -    -    - -    -    -    +   -    - +   -    -   +    -   + 
Xyloquat® Plus -    -    -    -    -    - -    -    -    -    -    - -    -    -    -    -    - -    -    -    -    -    - 
-  = keine Hefen nachweisbar    + = 1 - 10
2 
KbE/cm
2       




Pool I: Mrakia spp. 
Pool II: Kazachstania spp. 
Pool III: Candida spp.; Rhodotorula spp.; Filobasidium uniguttulatum 
Pool VI: Candida spp.; Pichia spp. 
 
4.5.2 Wirksamkeit auf eingeritzten Schneidbrettern 
Ohne Anreicherung gelang bei den eingeschnittenen Platten und der Desinfektion 
mit Antisept® A und Antisept® 10 in Pool I bei je einer Probe ein positiver Nachweis. 
Bei Pool III waren bei einer Probe nach der Behandlung mit Mucozit® B Hefen nach-
weisbar. Bei Verwendung von sterilem Wasser konnten von Pool I bei drei und von 
Pool II bei vier Proben keine Hefen mehr nachgewiesen werden. Bei Pool IV gelang 
die Entfernung von Hefen bei 5 Proben. In Pool III konnten nach der Reinigung mit 
Wasser in allen Proben Hefen nachgewiesen werden (Tabelle 20). 
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Tabelle 20: Wirksamkeit der ausgewählten Desinfektionsmittel gegenüber den unter-
schiedlichen Hefepools (Ansatz 1, 2, 3, 4, 5, 6), die auf Schneidebretter 
mit rauer Oberfläche aufgeimpft wurden (ohne Anreicherung) 
Desinfektionsmittel 
Pool I 
1   2   3   4   5   6 
Pool II 
1   2   3   4   5   6 
Pool III 
1   2   3   4   5   6 
Pool IV 
1   2   3   4   5   6 
Antisept® 10 -    -   +    -    -    - -    -    -    -    -    - -    -    -    -    -    - -    -    -    -    -    - 
Antisept® A +   -    -    -    -    - -    -    -    -    -    - -    -    -    -    -    - -    -    -    -    -    - 
Antisept®PES 33 -    -    -    -    -    - -    -    -    -    -    - -    -    -    -    -    - -    -    -    -    -    - 
Ethanol -    -    -    -    -    - -    -    -    -    -    - -    -    -    -    -    - -    -    -    -    -    - 
Mucozit® B -    -    -    -    -    - -    -    -    -    -    - -    -    -    -   +    - -    -    -    -    -    - 
Steril® -    -    -    -    -    - -    -    -    -    -    - -    -    -    -    -    - -    -    -    -    -    - 
Wasser +   +   +    -    -    - -   +    -    -    -   + +   +   +   +   +   + -   +    -    -    -    - 
Wofasteril® -    -    -    -    -    - -    -    -    -    -    - -    -    -    -    -    - -    -    -    -    -    - 
Xyloquat® Plus -    -    -    -    -    - -    -    -    -    -    - -    -    -    -    -    - -    -    -    -    -    - 
-  = keine Hefen nachweisbar    + = 1 - 10
2 
KbE/cm
2       




Pool I: Mrakia spp. 
Pool II: Kazachstania spp. 
Pool III: Candida spp.; Rhodotorula spp.; Filobasidium uniguttulatum 
Pool VI: Candida spp.; Pichia spp. 
 
Nach der Anreicherung gelang bei Behandlung mit Antisept® A bei zwei Proben von 
Pool III und bei Mucozit® B bei zwei Proben von Pool I ein Nachweis von Hefen. Eine 
Probe aus Pool I war bei Antisept® PES 33 sowie eine Probe aus Pool III bei Steril® 
positiv auf Hefen. Wofasteril® zeigte bei je zwei Platten aus Pool III und drei Platten 
aus Pool IV keine vollständige Wirkung. Die Behandlung mit sterilem Wasser führte 
außer in einer Probe in Pool II bei allen Proben zu einem positiven Nachweis (Tabel-
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Tabelle 21: Wirksamkeit der ausgewählten Desinfektionsmittel gegenüber den unter-
schiedlichen Hefepools (Ansatz 1, 2, 3, 4, 5, 6), die auf Schneidebretter 
mit rauer Oberfläche aufgeimpft wurden (nach 7 Tagen Anreicherung)  
Desinfektionsmittel 
Pool I 
1   2   3   4   5   6 
Pool II 
1   2   3   4   5   6 
Pool III 
1   2   3   4   5   6 
Pool IV 
1   2   3   4   5   6 
Antisept® 10 -    -    -    -    -    - -    -    -    -    -    - -    -    -    -    -    - -    -    -    -    -    - 
Antisept® A -    -    -    -    -    - -    -    -    -    -    - +   -    -    -    +    - -    -    -    -    -    - 
Antisept®PES 33 -    -    -    -   +    - -    -    -    -    -    - -    -    -    -    -    - -    -    -    -    -    - 
Ethanol -    -    -    -    -    - -    -    -    -    -    - -    -    -    -    -    - -    -    -    -    -    - 
Mucozit® B -    -    -   +   +    - -    -    -    -    -    - -    -    -    -    -    - -    -    -    -    -    - 
Steril® -    -    -    -    -    - -    -    -    -    -    - +    -    -    -    -    - -    -    -    -    -    - 
Wasser +   +   +   +   +   + +   +   +   +    -   + ++ ++ ++  +   +   + +   +   +  ++  +   + 
Wofasteril® -    -    -    -    -    - -    -    -    -    -    - -   +    -    -    +   - +   -   +    -   +    - 
Xyloquat® Plus -    -    -    -    -    - -    -    -    -    -    - -    -    -    -    -    - -    -    -    -    -    - 
-  = keine Hefen nachweisbar    + = 1 - 10
2 
KbE/cm
2       




Pool I: Mrakia spp. 
Pool II: Kazachstania spp. 
Pool III: Candida spp.; Rhodotorula spp.; Filobasidium uniguttulatum 
Pool VI: Candida spp.; Pichia spp. 
 
4.5.3 Zusammenfassung der Ergebnisse 
Alle verwendeten Desinfektionsmittel wiesen eine gute Wirksamkeit gegenüber He-
fen auf. Auch nach Anreicherung waren nur in einzelnen Proben noch Hefen nach-
weisbar. Die Reinigung der glatten Plättchen ist im Vergleich zu den Plättchen mit 
rauer Oberfläche einfacher und der Desinfektionsmitteleinsatz war effektiver.  
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5 Diskussion 
Hefen spielen in der Lebensmittelherstellung in vielerlei Hinsicht eine wichtige Rolle. 
So besitzen sie in der Herstellung von alkoholischen Getränken wie Bier und Wein 
eine entscheidende Funktion als Starterkulturen für die notwendigen Gärprozesse. 
Durch die anaerobe Verstoffwechselung der vorliegenden Kohlenhydrate bilden sie 
den erwünschten Alkohol. Auch bei Milchprodukten oder eingelegten und fermentier-
ten Lebensmitteln, wie beispielsweise Gemüse und Früchten, sind unter anderem 
Hefen mit den zugehörigen, ablaufenden Stoffwechselprozessen an der Ausbildung 
von Aroma- und Geschmacksstoffen beteiligt. Im Gegensatz dazu können einige 
Spezies zu einem Verderb von Lebensmitteln führen. Vor allem Lebensmittel tieri-
schen Ursprungs bieten den Hefen eine gute Lebensgrundlage. Die sensorische 
Veränderung der Farbe, des Geruchs und eine Gasbildung beruht auf der Verstoff-
wechselung von Kohlenhydraten, Proteinen und Fetten und wird als Verderb beurteilt 
(Deàk, 2008; Diriye et al., 1993; Fleet, 1992; Ismail et al., 2000; Loureiro und Querol, 
1999). 
Im Bereich der Schlachtung treten Hefen als Kontaminationen auf. Die in der Litera-
tur erwähnten, auf Fleisch vorkommenden Hefespezies ähneln sehr stark der Popu-
lation, welche auch in den Schlacht- und Verarbeitungsräumen gefunden wurde. Es 
kommen auf unterschiedlichen Fleischarten regelmäßig psychrotolerante Hefen wie 
Candida spp., Cryptococcus spp., Debaryomyces spp., Rhodotorula spp. und 
Trichosporon spp. vor (Asefa et al., 2009; Baxter und Illston, 1976 und 1977; Dalton 
et al., 1984; Deàk, 2008; Dillon et al.,1991; Dillon und Board, 1991; Diriye et al., 
1993; Ismail et al., 2000 und 2006; Lowry und Gill, 1984; Nielsen et al., 2008; Phaff 
et al., 1966; Simoncini et al., 2007; Viljoen et al.,1998; siehe auch Kapitel 2.3.2.2).  
Über das Vorkommen von psychrotoleranten Hefen auf vakuumverpacktem Fleisch 
finden sich sehr wenige Studien. In einer Untersuchung von vakuumverpacktem 
Rindfleisch wurde durch Sequenzierung der isolierten Hefen Candida sake, Candida 
zeylanoides, Cryptococcus curvatus, Cryptococcus laurentii, Debaryomyces erstmals 
ein Vorkommen von Mrakia spp. auf Fleisch nachgewiesen (Kabisch et al., 2010). 
Die Gattung Mrakia wurde bis dahin in Gletschereis und Schmelzwasser detektiert 
(De Garcia et al., 2007; Turchetti et al., 2008).  
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In der vorliegenden Arbeit wurden Rind, Wild-, Lamm- und Straußenfleischproben 
lichtmikroskopisch und mikrobiologisch auf das Vorkommen von psychrotoleranten 
Hefen untersucht. Die isolierten Hefen wurden durch spektrometrische, biochemi-
sche und molekularbiologische Methoden genauer identifiziert.  
Bei den Tropfsaftuntersuchungen der Marktstudienproben mittels Lichtmikroskopie 
wurden in acht Proben Hefen detektiert. Damit wurde im Tropfsaft ein erster Hinweis 
auf das Vorkommen von Hefen gefunden. Neben den genannten Proben wurden in 
weiteren, mikroskopisch unauffälligen Proben Hefen in geringen Keimzahlen festge-
stellt.  
In vakuumverpacktem Rind-, Straußen- und Lammfleisch wurden in vorherigen Stu-
dien schon Hefen nachgewiesen (Alonso-Calleja et al., 2004; Kabisch et al., 2010; 
Patterson und Gibbs, 1978). Die mikrobiologischen Untersuchungen der Marktstudie 
bestätigen, dass psychrotolerante Hefen häufig auf vakuumverpacktem Fleisch zu 
finden sind. Es wurden auf 13 Proben bei einer Inkubationstemperatur von + 4 °C 
Hefen isoliert. Es war somit über ein Drittel der gesamten Proben mit psychrotoleran-
ten Hefen besiedelt. Aufgegliedert in die einzelnen Fleischarten konnten bei 
6 Rindfleisch-, 6 Wildfleisch- und bei einer Straußenfleischprobe psychrotolerante 
Hefen nachgewiesen werden. Über einen Nachweis von psychrotoleranten Hefen auf 
vakuumverpacktem Wildfleisch gab es bisher keine Angaben in der Literatur. Die 
Herkunft des positiven Fleisches war bei elf Proben aus Deutschland. Eine positive 
Probe (Strauß) stammte aus Südafrika sowie eine Rindfleischprobe aus den USA. 
Teils werden hohe Keimzahlen bis 108 KbE/cm2 erreicht. Um eine Aussage über die 
Häufigkeit des Vorkommens von Hefen auf den verschiedenen Fleischsorten auch in 
Bezug auf die Herkunft des Fleisches zu treffen, müssten in weiteren Untersuchun-
gen eine größere Probenanzahl analysiert werden. 
 
Die isolierten Hefen konnten anhand ihrer Koloniemorphologie auf drei verschiede-
nen Nährböden (GYP, MEA+ und YGC) in 18 Gruppen unterteilt werden. Die Eintei-
lung erfolgte zunächst nach Farbe, Größe, Form, Rand, Profil, Oberfläche und Kon-
sistenz der Kolonien. Mittels FTIR wurden anschließend die Isolate der einzelnen 
Gruppen analysiert und miteinander verglichen. Dabei konnte zunächst die morpho-
logische Gruppeneinteilung bestätigt werden. Auch durch die Licht- und Elektronen-
mikroskopie der Isolate konnten morphologische Unterschiede bezüglich der Zellform 
und der Sprossung ermittelt werden. Allerdings ist eine mikroskopische Differenzie-
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rung der Isolatgruppen anhand der Zellmorphologie analog der Koloniemorphologie 
auf unterschiedlichen Nährböden nicht möglich. 
Mittels FTIR wurden zunächst acht Isolatgruppen eindeutig identifiziert (Candida 
sake, Candida zeylanoides, Cryptococcus curvatus, Debaryomyces hansenii, Filoba-
sidium uniguttulatum, Pichia fermentans, Rhodotorula glutinis und mucilaginosa). 
Diese Identifizierung konnte auch durch die folgende Sequenzierung bestätigt wer-
den. Die Isolatgruppen 1, 2 und 3 konnten durch das FTIR als Candida spp. identifi-
ziert werden. Die Isolatgruppe 6 konnte der Gattung Cryptococcus und die Isolat-
gruppe 14 der Gattung Mrakia zugeordnet werden. Vier Isolatgruppen (8, 9, 10 und 
16) waren durch das FTIR nicht identifizierbar. Bei diesen Isolaten wurde eine ein-
deutige Identifizierung als Candida alimentaria, Candida argentea, Candida galli, 
Cryptococcus carnescens, Cystofilobasidium capitatum, Cystofilobasidium infirmio-
inatum, Cystofilobasidium macerans, Mrakia blollopsis und Rhodotorula creatinivora 
erst durch eine Sequenzanalyse erbracht. Lediglich die Isolatgruppe 13 konnte auch 
hier nur als Kazachstania spp. identifiziert werden. Nach umfangreichen biochem-
ischen Untersuchungen konnte diese Hefe als neue Spezies, Kazachstania psychro-
phila sp. nov., beschrieben werden (Kabisch et al., 2013). 
Eine Speziesidentifizierung gelang somit weder durch die Koloniemorphologie auf 
den Nährböden noch durch die Zellmorphologie durch die Mikroskopie. Es waren da-
zu weitergehende Untersuchungen mittels FTIR, Sequenzanalyse und biochem-
ischer Differenzierung notwendig. Das FTIR bot die Möglichkeit eine große Anzahl an 
Isolaten innerhalb von kurzer Zeit zu untersuchen (Wenning, 2002). Hierzu müssen 
jedoch zunächst möglichst viele isolierte psychrotolerante und psychrophile Hefen 
sowie bereits identifizierte Hefen aus Stammsammlungen mittels FTIR analysiert und 
in die Datenbank eingepflegt werden. Erst dann ist eine schnelle und zuverlässige 
Speziesidentifizierung möglich. Andernfalls müssen weitere umfangreiche biochemi-
sche und molekularbiologische Methoden durchgeführt werden. Um in Zukunft die 
Hefenpopulation in ihrer Gesamtheit zu erfassen und zu identifizieren, sollte eine Er-
weiterung der Datenbank für eine unkomplizierte und schnelle Methode wie das FTIR 
angestrebt werden. 
Durch die Identifizierung der Isolate konnte zunächst das Vorkommen von Spezies 
bestätigt werden, welche laut Literatur auf Fleisch vorkommen. So fanden sich erwar-
tungsgemäß (Kapitel 2.3.2.2) in den Proben der Marktstudie Candida alimentaria, 
Candida galli, Candida sake, Candida zeylaniodes, Cryptococcus carnescens, Cryp-
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tococcus curvatus, Cystofilobasidium capitatum, Cystofilobasidium infirmoinatum, 
Cystofilobasidium macerans, Debaryomyces hansenii, Pichia fermentans, Rhodo-
torula creatinivora, Rhodotorula mucilaginosa sowie Rhodotorula glutinis (Asefa et 
al., 2009; Baxter und Illston, 1976 und 1977; Dalton et al, 1984; Deàk, 2008; Dillon 
und Board, 1991; Fleet, 1992; Ismail et al., 2000 und 2006; Kabisch et al., 2010; 
Lowry und Gill, 1984; Nielsen et al. 2008; Péter et al., 2004; Viljoen et al., 1998).  
Allerdings wurden auch Spezies gefunden, welche bis dahin noch nicht auf Fleisch 
nachgewiesen wurden. So wurden Candida argentea, Filobasidium uniguttulatum 
und Mrakia blollopsis identifiziert. Candida argentea wurde erstmals aus dem Sedi-
ment von Spülwasser in einem Bergwerk in Großbritannien isoliert und zeigt gegen-
über osmotischem Stress, Säure und Metallen eine hohe Widerstandskraft (Holland 
et al., 2011). Mrakia bollopsis wurde bisher in kalten Habitaten wie Gletscherregio-
nen nachgewiesen (Thomas-Hall et al., 2010). 
Die Hefen der Isolatgruppe 13, welche mittels FTIR und Sequenzanalyse nicht ein-
deutig identifiziert wurden, konnten der Gattung Kazachstania zugeordnet werden. 
Diese Spezies wurde in drei Rindfleischproben aus Deutschland nachgewiesen.  
Hefen der Gattung Kazachstania wurden vielfältig in der Umwelt gefunden. Auch im 
Lebensmittelbereich wurden sie schon im Zusammenhang mit fermentierten Milch-
produkten und Traubenmost nachgewiesen. Ebenso konnten Hefen der Gattung Ka-
zachstania in Silage und bei verschiedenen Tieren nachgewiesen werden (Bai et al., 
2010; Chen et al., 2010; Lee et al., 2008; Lu et al., 2004; Nisiotou und Nychas, 
2008).  
Obwohl diese Spezies in vorliegender Arbeit mehrfach auf verschiedenen Proben 
nachgewiesen werden konnte, wurde diese Art bisher nicht beschrieben. Ein Grund 
hierfür liegt im Temperaturoptimum dieser Hefespezies. Bei einer Inkubation bei 
+ 25 °C war kein Wachstum zu beobachten. Allerdings erfolgt in anderen Studien 
meist eine Isolation der Hefen bei dieser Temperatur, wodurch diese Spezies somit 
nicht erfasst wird. In vorliegender Arbeit fand die Inkubation der Hefen zusätzlich 
über sieben Tage bei einer Temperatur von + 4 °C statt, was den optimalen Wachs-
tumsbereich dieser Spezies darstellt. Somit handelt es sich hierbei um eine psychro-
phile Hefe. Eine weitere Ursache für den bisher fehlenden Nachweis dieser Spezies 
ist, dass in vorangegangenen Studien teils nur eine Identifizierung der isolierten He-
fen bis hin zur Gattungszugehörigkeit stattfand. Auch wurden teils zur weitergehen-
den Identifizierung handelsübliche Identifizierungskits (API® 20 C AUX und ID 32 C, 
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BioMérieux) verwendet, welche vorrangig auf pathogene bzw. humanmedizinisch re-
levante Hefen ausgelegt sind und deshalb andere Spezies nicht zuverlässig identifi-
zieren können. Aufgrund dessen ist es möglich, dass die Hefenpopulation vor allem 
in Bezug auf psychrotolerante Spezies auf Fleisch bisher nicht in ihrer Gesamtheit 
erfasst werden konnte. 
Die obigen Untersuchungsergebnisse lassen somit vermuten, dass sich psychrotole-
rante Hefen und ebenso die neubeschriebene Hefe der Gattung Kazachstania auf 
vakuumverpacktem Fleisch bei einer Isolationstemperatur von + 4 °C häufiger nach-
weisen lassen.  
Um eine Prävalenz auf Rind-, Wild-, Straußen- und Lammfleisch umfassend beurtei-
len zu können, muss in einer weiteren Arbeit eine größere Anzahl an Fleischproben 
dieser Tierarten untersucht werden. Auch muss gerade in Bezug auf die Kontamina-
tionsmöglichkeiten und Einschleppungswege in weiterführenden Studien der Zu-
sammenhang zwischen der Herkunft des Fleisches und dem Nachweis von psychro-
toleranten Hefen berücksichtigt und ermittelt werden. Dazu ist es notwendig, eine 
ausreichend große Probenanzahl aus verschiedenen Herkunftsländern zu untersu-
chen und gegebenenfalls durch Umgebungsproben in den Herkunftsbetrieben die 
Kontaminationswege zu verfolgen. 
 
Bisher bestehen keine Zusammenhänge zwischen dem Verzehr von Fleisch, das mit 
psychrotoleranten Hefen kontaminiert ist, und einer Gesundheitsgefährdung für den 
Verbraucher. Jedoch wurde Filobasidium uniguttulatum im Zusammenhang mit einer 
Meningitis bei einem immungeschwächten Menschen beschrieben. Es wird hierbei 
von einer aerogenen Übertragung ausgegangen (Pan et al., 2012). In diesem Zu-
sammenhang sollten in Bezug auf eine mögliche Verbrauchergefährdung durch die 
Zubereitung und den Verzehr von Fleisch, welches mit psychrotoleranten Hefen ver-
unreinigt ist, weitere Untersuchungen durchgeführt werden. 
Des Weiteren führt die hohe Nachweisrate psychrotoleranter Hefen zu Überlegungen 
bezüglich der Auswirkungen der jeweiligen Hefen auf die Fleischqualität. Ziegler 
(2009) weist in ihrer Arbeit auf das gehäufte Auftreten von Hefen im Zusammenhang 
mit Verderbsprozessen von vakuumverpacktem Rindfleisch durch Clostridium es-
tertheticum hin. Es finden sich Hefen in verschiedenen Untersuchungen als Verursa-
cher von Verderbsprozessen, die mit sensorischen Veränderungen und Gasbildung 
in den Verpackungen einhergehen. Hefen werden in der Literatur häufig als Konta-
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minanten bei pflanzlichen Lebensmitteln oder auch bei vakuumverpackten Fleischer-
zeugnissen wie Schinken erwähnt (Nielsen et al., 2008; Sanz et al., 2005). Bei einge-
legten und fermentierten Lebensmitteln wie zum Beispiel Oliven, Gemüse und Sau-
erkraut können Saccharomyces spp. Verderbserscheinungen hervorrufen (Savard et 
al., 2002). Auch bei Lebensmitteln tierischen Ursprungs wie Frischkäse wurden He-
fen der Gattung Candida, Pichia, Yarrowia, Debaryomyces, Cryptococcus und Rho-
dotorula als Verderbserreger ermittelt (Engel, 1986b; Westall und Filtenborg, 1998). 
Sie spielen auch bei verschiedenen anderen Käsesorten eine Rolle bei der Reifung 
und Aromabildung, können jedoch auch zu Verderbserscheinungen führen, welche 
meist mit Geruchs- und Geschmacksabweichungen, Veränderungen in der Konsis-
tenz oder mit Gasbildung einhergehen (Fleet, 1990; Loureiro und Querol, 1999).  
Ebenso wurde bei Fleischerzeugnissen ein Verderb durch Hefen in Form von verän-
derten Farb- und Geruchseigenschaften sowie schleimigen Oberflächenauflagerun-
gen beschrieben (Fleet, 1992; Loureiro und Querol, 1999). Auf Geflügelfleisch und 
Geflügelfleischerzeugnissen zeigen Yarrowia lipolytica vorwiegend proteo- und lipoly-
tische Verderbseigenschaften (Deàk, 2008; Ismail et al., 2000; Viljoen et al., 1998). 
Ein solches Verderbsgeschehen bei vakuumverpacktem Fleisch, bei dem als Verur-
sacher psychrotolerante Hefen eine zentrale Rolle spielen, ist jedoch bisher nicht be-
schrieben. 
 
In dieser Arbeit wurde das Verderbspotential ausgewählter Isolate auf vakuumver-
packtem Fleisch überprüft. Dabei wurden verschiedene Spezies (Candida spp., Mra-
kia spp. und Kazachstania spp.) zur Beimpfung des Fleisches gewählt. Es zeigte 
sich, dass die verschiedenen Hefen bei einer keimarmen Ausgangssituation mit einer 
geringen Anzahl an Konkurrenzmikrobiota eine unterschiedliche Wachstumskinektik 
besitzen. Bei Fleischproben, welche mit Candida-Stämmen oder mit Kazachstania-
Stämmen beimpft wurden, zeigte sich eine starke Vermehrung der Hefen in den ers-
ten Wochen während der Lagerung bei + 2 °C. Die Keimzahlen stiegen bis zu 
106 KbE/cm2 an. Dahingegen zeigten Mrakia spp. nur eine mäßige Vermehrung bis 
zu einer Keimzahl von 103 KbE/cm2.  
Hefen der Gattung Candida wurden bisher auf frischem Fleisch, in Vakuumver-
packungen und Fleischerzeugnissen nachgewiesen (Asefa et al., 2009; Kabisch et 
al., 2010; Nielsen et al., 2008). Ein Zusammenhang von Verderbsprozessen mit 
Candida spp. wurde schon bei Frischkäse beschrieben (Engel, 1986b; Westall und 
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Filtenborg, 1998). Auf Geflügelfleisch zeigt Candida zeylanoides leichte lipolytische 
Verderbsprozesse (Ismail et al., 2000 und 2006). Die mit dem Candida-Pool beimpf-
ten Proben zeigten leichte sensorische Veränderungen im Vergleich zu den Negativ-
kontrollen, welche sich vor allem in einer säuerlichen, fruchtig-alkoholischen und 
auch muffigen Geruchskomponente bemerkbar machten. Der entstandene Geruch 
wurde zwar nicht als ekelerregend bewertet, jedoch trat er gegen Ende der Lagerzeit 
deutlich hervor, so dass eine Beeinträchtigung der Geruchs- und Geschmackseigen-
schaften gegeben war und die Veränderungen als Verderbsprozesse bewertet wur-
den. Abweichungen sind folglich vor allem bei einer sehr langen Lagerzeit zu erwar-
ten. Der Eintrag der Hefen in die Verpackung erfolgt vermutlich über eine Kontamina-
tion der Schlachttierkörper während des Schlachtprozesses vor allem bei der Ent-
häutung. Diese Hefen sind ubiqitär in der Umwelt und auch im Zusammenhang mit 
Schlachttieren zu finden. Somit kann auch über die Luft, z.B bei falsch eingebautem 
oder nicht regelmäßig gewechseltem Luftfilter, eine Kontamination durch Hefen er-
folgen. 
Die Beimpfung mit dem Mrakia-Pool erbrachte keine Verderbsprozesse. Gegen Ende 
der Lagerzeit lagen bei den beimpften Proben und den Negativkontrollen die Verän-
derungen überwiegend im Bereich normaler Fleischalterung. Bei den beimpften Pro-
ben war zusätzlich eine leicht fruchtig-hefige Geruchskomponente wahrzunehmen. 
Nach zwölf Wochen Lagerzeit sind die Fleischstücke schon aufgrund der Fleischalte-
rungsprozesse in ihren Geschmackseigenschaften gemindert. Es kann in diesem Fall 
nicht von einem Verderb des Fleisches durch die aufgeimpften Hefen gesprochen 
werden. Diese Hefen wurden vorrangig in Gletscherregionen und vereinzelt auf Le-
bensmitteln wie Fisch, Fleisch und Joghurt nachgewiesen (Kabisch et al., 2010; Ko-
magata und Nakase, 1965; Moreira et al., 2001). Hier wären weitergehende Studien 
über die Kontaminationsquellen und Eintragswege wünschenswert, da sich bisher 
keine Zusammenhänge bezüglich des Eintrags ergeben. 
Bei der Beimpfung mit Kazachstania spp. zeigten sich schon nach kurzer Zeit in Ver-
bindung mit den zunehmenden Keimzahlen der Hefen auch deutliche sensorische 
Abweichungen im Vergleich zu den Negativkontrollen. So wurde mit zunehmender 
Lagerdauer ein muffiger Altgeruch der Probe wahrnehmbar sowie eine Verfärbung 
der Fleischoberfläche und des Tropfsaftes. Es ist davon auszugehen, dass beim Öff-
nen der Packung dem Verbraucher die sensorischen Veränderungen des Produkts 
auffallen und zu einer Beanstandung führen. Der Geruch, die Verfärbung und die 
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Gasbildung in der Packung sind als Verderb zu werten. Da Kazachstania spp. im 
Rahmen der hier durchgeführten Studie wiederholt in Proben nachgewiesen wurde, 
kann vermutet werden, dass eine Kontamination von vakuumverpacktem Fleisch und 
dadurch bedingte Verderbsprozesse häufiger auftreten. Reklamationen durch den 
Handel oder den Endverbraucher sind im Falle eines Verderbs durch Kazachstania 
spp. nicht auszuschließen. Die Herkunft und der Kontaminationsweg der hier isolier-
ten Kazachstania spp. ist jedoch nicht bekannt und muss in weiterführenden Studien 
eruiert werden.  
Die unterschiedlich stark ausgeprägten Veränderungen des Fleisches durch die auf-
geimpften Hefen hängen zum einen vermutlich mit dem Vermehrungspotential der 
einzelnen Spezies unter den vorherrschenden Bedingungen zusammen. So konnte 
in den Untersuchungen gezeigt werden, dass sich die Mrakia-Isolate nur sehr lang-
sam vermehrt. Infolgedessen traten keine Verderbserscheinungen auf. Auch ist es 
wahrscheinlich, dass jede Hefespezies unterschiedliche enzymatische Aktivitäten 
aufweist und deshalb die Verderbsprozesse unterschiedlich stark ausgeprägt sind. 
Diesbezüglich sollten weiterführende Untersuchungen angestrebt werden. 
 
Das Verderbspotential dieser und auch anderer Hefen ist allerdings nicht nur isoliert 
zu betrachten. Vielmehr müssen bei der Bewertung dieser Verderbsprozesse durch 
Hefen auch die Rahmenbedingungen, welche sich aus der entsprechenden 
Schlachttechnik ergeben, berücksichtigt werden. Ziel von Optimierungen und Innova-
tionen im Bereich der Schlachttechnologie ist eine verbesserte Produktqualität. Ne-
ben physiologischen Fleischparametern steht besonders der mikrobielle Keimstatus 
der Schlachtkörper und daraus hergestellter Erzeugnisse im Vordergrund. Um die 
von den Großhandelsunternehmen geforderten, möglichst langen Haltbarkeiten der 
Produkte erfüllen zu können, sind die Schlacht- und Zerlegebetriebe auf eine mög-
lichst geringe Kontamination der Schlachtkörper mit unerwünschten Mikroorganis-
men bei der Schlacht- und Zerlegetätigkeit bedacht. Dies führt zur Entwicklung von 
Schlachttechniken und –technolgien, welche verhindern, dass Keime von der Haut 
der Schlachttiere oder aus der Umwelt auf die Oberflächen der Schlachttiere gelan-
gen. Erfolgt bei einer hygienischen und keimarmen Schlachtung und Zerlegung eine 
Kontamination mit Hefen, so haben diese auf der Fleischoberfläche wenig Konkur-
renzkeime. Als Folge können sich vergleichbar zu den Challengeversuchen die He-
fen vermehren und erreichen im Laufe der Lagerzeit hohe Keimzahlen von 106 - 107 
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KbE/cm2. Deshalb muss gerade bei zunehmender Schlachthygiene auch der Eintrag 
von Hefen beispielsweise über fehlerhafte Lüftungen minimiert werden, da diese 
sonst bessere Vermehrungsmöglichkeiten haben und es zu Verderbsgeschehen 
kommen kann.  
Ebenso hat die Lagerzeit der Fleischstücke eine erhebliche Auswirkung auf die Aus-
maße des Verderb. So beeinflussen Candida spp. die Eigenschaften des Fleisches 
zunächst nur wenig, jedoch können diese Veränderungen gegen Ende der Lagerzeit 
durchaus als Verderb bewertet werden. Allerdings zeigt sich bei der Beimpfung mit 
Mrakia spp., dass auch bei fehlendem, deutlichen Verderb durch Hefen die Ge-
schmackseigenschaften nach einer Lagerzeit von zwölf Wochen aufgrund der nor-
malen Fleischalterung gemindert sind. Deshalb sollte die Haltbarkeit von vakuumver-
packtem Fleisch unterhalb dieser Lagerdauer angegeben werden. 
Bei abschließender Betrachtung der Challengeversuche zeigt sich, dass einige He-
fespezies in vakuumverpacktem Fleisch unter bestimmten Ausgangsbedingungen 
Verderbsprozesse verursachen können. So ist eine deutliche Vermehrung bestimm-
ter Hefen auf vakuumverpacktem Fleisch möglich, wenn wie bei dieser Versuchsan-
ordnung eine niedrige Zahl an Ausgangsmikrobiota und eine Kontamination mit den 
entsprechenden Hefen vorherrscht. Ob diese Verderbsprozesse in gleicher Weise 
bei höheren Ausgangskeimzahlen an Milchsäurebakterien auftreten, sollte weiter un-
tersucht werden. Auch um das Ausmaß der Kontamination von vakuumverpacktem 
Fleisch vor allem mit Kazachstania spp. und der Verberbsproblematik abschätzen zu 
können, ist es notwendig, eine ausreichend große Anzahl der unterschiedlichen 
Fleischarten gezielt auf das Vorkommen zu untersuchen. 
 
Wie bereits erwähnt, ist der Eintragsweg von Hefen auf das verpackte Fleisch nicht 
vollständig geklärt. Er erfolgt vermutlich teilweise über die Haut bzw. das Fell der 
Schlachttiere oder über die Außenluft, z.B. über fehlerhafte Filteranlagen. Da gerade 
der Eintrag der Hefen sowie anderer Mikroorganismen über die Schlachttieroberflä-
che in die lebensmittelverarbeitenden Betriebe nicht gänzlich verhindert werden 
kann, ist ein wirkungsvolles Hygienekonzept unerlässlich, um die Kontamination von 
vakuumverpackten Fleischstücken und einen möglichen Verderb durch diese zu ver-
hindern. Grundlage bildet hier ein Reinigungs- und Desinfektionsmanagement, wel-
ches Hefen zuverlässig inaktiviert und beseitigt.  
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Im Rahmen der Versuche zur Wirksamkeit verschiedener Desinfektionsmittel konnte 
festgestellt werden, dass hier bei allen verwendeten Desinfektionsmitteln ein gutes 
Reinigungsergebnis gegenüber Hefen erzielt werden konnte. Die Reinigung der glat-
ten Plättchen ist im Vergleich zu den eingeritzten leichter und effektiver.  
Bei den glatten Schneidebrettern zeigten alle verwendeten Desinfektionsmittel eine 
gute Wirkung und konnten beim überwiegenden Teil der Proben die Hefen unter die 
Nachweisgrenze reduzieren. Bei der alleinigen Reinigung der glatten Plättchen mit 
Wasser konnten vor allem in Pool I (Mrakia spp.) und II (Kazachstania spp.) gute Er-
gebnisse erzielt werden, jedoch reichte diese Behandlung in Pool IV (Candida spp. 
und Pichia spp.) und besonders in Pool III (Candida spp., Rhodotorula spp. und Fi-
lobasidium uniguttulatum) nicht aus um die Hefen wirkungsvoll zu eliminieren. 
Diese Ergebnisse wurden bei den eingeritzten Plättchen bestätigt. Eine Wirksamkeit 
aller verwendeten Desinfektionsmittel ist gegeben, wobei ebenfalls die Verwendung 
von Wasser zur Reinigung eine Reduktion der Hefen vor allem bei Pool II bewirkt. Al-
lerdings ergeben sich im Vergleich zu den glatten Platten mehr schwach positive 
Proben. Dies ist auf die bessere Anhaftungsmöglichkeiten der Hefen in den Einker-
bungen der Platten zurückzuführen. Die im Vergleich zu Pool I und II etwas schlech-
teren Reinigungsergebnisse in Pool IV und vor allem Pool III ist vermutlich durch die 
Oberflächenstruktur der verwendeten Hefen bedingt, durch welche sie sich besser 
auf der Oberfläche der Schneidebretter halten und nicht so leicht abgespült werden 
können.  
Auch in einer Studie von Salo und Wirtanen (2005) wurden Versuche zur Wirksam-
keit von Desinfektionsmitteln gegenüber Lebensmittel assoziierten Hefen durchge-
führt. Es konnte hier eine gute Wirksamkeit vieler verwendeter Wirkstoffe festgestellt 
werden. Alkoholische Produkte hatten hierbei die beste Wirkung. Mit Chlor- und Per-
sulfathaltigen Desinfektionsmitteln konnte kein zufriedenstellendes Ergebnis erzielt 
werden. 
In den Desinfektionsmittelversuchen vorliegender Arbeit war sowohl die Behandlung 
mit den getesteten Desinfektionsmitteln als auch die Reinigung mit Wasser erfolg-
reich. Bei der alleinigen Verwendung von Wasser gelang zwar keine vollständige 
Elimination der Hefen, wohl aber eine deutliche Reduktion der Keime.  Dies zeigt, 
dass eine Beseitigung und Inaktivierung von Hefen in einem Schlacht- und Zerlege-
betrieb durch ein konventionelles Reinigungsmanagement zu bewältigen ist. Es sind 
bis auf wenige Ausnahmen (Salo und Wirtanen, 2005) die meisten Reinigungs- oder 
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Desinfektionsmittel für die Beseitigung der Hefen gut geeignet. Gerade jedoch bei 
den hier getesteten Hefen leistet alleine schon die gründliche Reinigung und Ab-
trocknung der verschmutzten Flächen einen entscheidenden Beitrag am Erfolg der 
Hygienemaßnahme. Entsprechend der Hygienemaßnahmen in Bezug auf andere 
Keime bilden somit eine regelmäßige Reinigung der Arbeitsgeräte und -oberflächen 
sowie eine anschließende, vollständige Abtrocknung die Grundlage. Da eine Elimina-
tion der Hefen auf den eingeritzten Schneidebrettern etwas schlechter gelang, ist es 
zudem sehr wichtig drauf zu achten, dass Wand-, Boden- und Arbeitsflächen glatt 
und somit leicht zu reinigen sind. Aufgrund der unkomplizierten Bekämpfung der He-
fen lassen sich in der Praxis folglich erhöhte Hefezahlen in vakuumverpackten 
Fleischprodukten als Indikator für ein mangelhaftes oder ungenügendes Reinigungs-
regime heranziehen.  
 
Die durchgeführten Untersuchungen geben einen ersten Überblick über die Vielfalt 
der Population psychrotoleranter Hefen auf vakuumverpacktem Fleisch, welche bis-
her nur unzureichend untersucht wurde. Zudem finden sich hierbei deutliche Hinwei-
se auf ein vermehrtes Vorkommen psychrotoleranter Hefen und damit zusammen-
hängender Verderbsprozesse auf vakuumverpacktem Fleisch.  
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6 Zusammenfassung 
Hefen sind ubiquitär in der Umwelt zu finden und  kommen in vielen unterschiedli-
chen Habitaten vor. Einige psychrotolerante Spezies zeichnen sich durch ihre hohe 
Beständigkeit gegenüber Kälte aus. Hinsichtlich ihres Vorkommens bei gekühltem, 
vakuumverpacktem Fleisch finden sich wenige Untersuchungen. Auch über ihre Be-
deutung als Verderbserreger in diesen Produkten ist sehr wenig bekannt.  
In vorliegender Arbeit wurden 25 Rind-, 9 Wild-, 3 Lamm- und 2 Straußenfleischpro-
ben in Vakuumverpackung unterschiedlicher Herkunft daher auf das Vorkommen von 
Hefen und die Zusammensetzung der Hefepopulation untersucht. Es wurden insge-
samt 18 Isolatgruppen isoliert. Darunter waren die Gattungen Candida, Cryptococ-
cus, Cystofilobasidium, Filobasidium, Debaryomyces, Mrakia, Pichia und Rhodotoru-
la. Zudem wurden zwei Hefen, Candida argentea und Mrakia blollopsis, isoliert und 
identifiziert, über deren Vorkommen auf Fleisch bislang nicht berichtet wurde. Eine in 
drei Proben nachgewiesene Spezies konnte mittels molekularbiologischer Verfahren 
der Gattung Kazachstania zugeordnet werden. Hierbei handelt es sich um eine neue 
Art, Kazachstania psychrophila sp. nov., welche aufgrund der hohen Nachweishäu-
figkeit auf vakuumverpacktem Fleisch eine Rolle spielt. 
Im Rahmen dieser Arbeit wurde auch das Verderbspotential unterschiedlicher Hefe-
isolate untersucht. Es wurden Rindfleischproben mit Candida spp., Mrakia spp. und 
Kazachstania spp. beimpft und über einen Zeitraum von 12 Wochen sensorisch und 
mikrobiologisch untersucht. Dabei zeigte sich bei dieser Versuchsanordnung kein 
Verderbspotential von Mrakia spp. Bei der Beimpfung mit Candida spp. zeigten sich 
leichte sensorische Veränderungen, welche bei dieser Lagerzeit als mäßige Ver-
derbserscheinungen bewertet wurden. Kazachstania spp. hingegen konnten im Bei-
mpfungsversuch deutliche geruchliche und farbliche Veränderungen der Fleischpro-
ben hervorrufen, welche gegen Ende der Lagerzeit eindeutig als Verderb bezeichnet 
werden konnten. 
In Bezug auf die Minimierung einer Kontamination von Vakuumpackungen mit Hefen 
und auf die Verhinderung eines Verderbsprozesses ergab sich in den Untersuchun-
gen zur Wirksamkeit verschiedener Reinigungs- und Desinfektionsmittel, dass alle 
getesteten, handelsüblichen Präparate eine gute Wirkung gegenüber den getesteten 
Hefen hatten. Glatte Schneidebretter sind gegenüber den benutzten und eingeritzten 
leichter zu reinigen. Somit ist die Bekämpfung der Hefen in einem Schlacht- und Zer-
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legebetrieb im Rahmen der üblichen, ordnungsgemäßen Hygiene- und Reinigungs-
konzepte zu bewältigen. 
Der häufige Nachweis von psychrotoleranten Hefen auf vakuumverpacktem Fleisch 
sowie das Verderbspotential einiger Spezies nimmt gerade durch die Weiter-
entwicklung und Verbesserung der Schlacht- und Zerlegetechnik mit dem Ziel der 
Gewinnung keimarmer Schlachtkörper und Fleischteilstücke an Bedeutung zu. Bei 
der Vakuumierung von Fleisch, welches einen niedrigen Keimgehalt besitzt, kann  
eine Kontamination mit psychrotoleranten Hefen leicht zu Verderbserscheinungen 
führen, da die Hefen durch die fehlende Konkurrenzmikrobiota in ihrem Wachstum 
nicht gehemmt werden. 
In weiterführenden Arbeiten wären Untersuchungen über die Kontaminationswege 
und Eintragsquellen der psychrotoleranten Hefen notwendig, um eine effektive Ver-
meidung und Bekämpfung zu gewährleisten. Außerdem sollte das Verderbspotential 
weiterer relevanter Hefespezies untersucht werden und die Verderbsproblematik an-
hand von Verdachtsproben näher untersucht werden. 
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7 Summary 
Yeasts are ubiquitous in the environment and can be found in lots of different habi-
tats. Some psychrotolerant species are characterized by their high tolerance towards 
coldness. There are only few studies concerning their occurrence in chilled vacuum-
packed meat. There is not much knowledge about their importance regarding the 
contamination of those products. 
In this thesis therefore 25 beef-, 9 game-, 3 lamb and 2 ostrich vacuum-packed meat 
samples of different origin have been examined for yeasts. Based on cultural criteria 
the isolates could be assigned to 18 groups. The isolates belonged to the following 
genera: Candida, Cryptococcus, Cystofilobasidium, Filobasidium, Debaryomyces, 
Mrakia, Pichia and Rhodotorula. In addition, two yeasts, Candida argentea and 
Mrakia blollopsis, were isolated and identified – their existence on meat has not yet 
been reported about. One species that has been detected in three samples was as-
signed to the genus Kazachstania by molecular biological methods. This is a new 
species, Kazachstania psychrophila sp. nov., which has been detected in vacuum-
packed meat. 
In this thesis the spoilage potential of different yeast isolates also has been exami-
ned. Beef meat samples have been artificially contaminated with Candida spp., 
Mrakia spp. and Kazachstania spp., and been analysed sensory and microbiological 
for 12 weeks. In this experimental set up no spoilage potential could have been de-
tected. When artificially contaminated with Candida spp., slight sensory changes 
could be detected, which were evaluated as moderate spoilage regarding the time of 
storage. Kazachstania spp. however, could evoke distinct olfactory changes and dis-
colouration in the meat samples, which can be clearly referred to as spoilage.  
Concerning the efficiency of different detergents and disinfectants, in order to mini-
mize the contamination of vacuum packaging with yeasts and to prevent spoilage, it 
can be shown that all tested, customary compounds are very effective on the target 
yeasts. Cleaning plain cutting boards is easier than cleaning the carved ones that 
have been used. Therefore, the preventive measures have to include the regular and 
proper hygienic and cleaning concepts in slaughterhouse. 
The continual proof of psychrotolerant yeasts on vacuum-packed meat, as well as 
the spoilage potential of some species gain in importance especially due to the pro-
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gression and optimization of slaughtering techniques in order to gain germ-poor car-
casses and cut meat. At the evacuation of meat, that has a small microbial content, a 
contamination with psychrotolerant yeasts can easily lead to spoilage, as the yeasts 
are not hampered in their growth due to the lack of a competitive flora. 
In additional surveys further investigations about the ways of contamination and entry 
sources of psychrotolerant yeasts would be required in order to ensure an effective 
prevention and control. Furthermore, the spoilage potential of additional relevant 
yeast species should be evaluated and the difficulty of spoilage should be further 
scrutinised.  
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11 Anhang 
11.1 Material 
11.1.1 Kulturelle Verfahren 
aw-Kryometer AWK-20 [NAGY] 
CO-Reagenz jeweils frisch zubereitet zu gleichen Teilen aus: 
  50 mM 1-Naphtol in 50 %igem Ethanol 
  50 mM N, N Dimethyl 1,4-phenylendiamin in A. dest. 
Desoxycholate-Hydrogen-Sulfide-Lactose-Agar (DHL) n. Sakazaki [Merck, 1.11435] 
Drigalski-Spatel aus Edelstahl 
Glucose-Yeastextract-Pepton-Agar (GYP): 
  5 g Hefeextrakt [Merck, 1.03753] 
  20 g Glucose [Merck, 1.08342] 
  10 g Pepton [Merck, 1.07043] 
  20 g Agar [Merck, 1.01614] 
  ad 1000 ml A. dest. 
Lactobacillus-Agar (MRS) nach de Man, Regosa und Sharpe [Oxoid, CM0361] 
Löfflers Methylenblau-Lösung [Merck, 1.01287] 
Malzextrakt+-Agar (MEA+):  
  48 g Malzextrakt-Agar [Merck, 105398] 
  125 mg Novobiocin [Sigma, N1628-25G] 
  ad 1000 ml A. dest. 
Malzextrakt-Agar 2 %ig: 
  20 g Malzextrakt [Merck, 1.05398] 
  20 g Agar [Merck, 1.01614] 
  ad 1000 ml A. dest 
Mixgerät Stomacher® 400 Circulator [Seward]  
Peptonwasser [Merck, 107228] 
Petrischalen [Greiner; 633180] 
Petrischalen-Abfüllgerät Technomat [Integra Biosciences] 
pH-Meter pH 526 [WTW] 
Pinzette aus Edelstahl  
Pufferlösung pH 4,00 [Merck, 1.09435] 
Pufferlösung pH 7,00 [Merck, 1.09439] 
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Rinderserum [ACILA, 2202012] 
Schneidbretter, Polyethylen [Metzger Genossenschaft Bayreuth, 23566] 
Skalpellklingen, steril [Martin] 
Standard I-Agar  [Merck; 1.07881] 
Standard I-Nährboullion [Merck, 1.07882] 
Stomacher Beutel mit Filtereinsatz [Interscience; 043809] 
Yeastextract-Glucose-Chloramphenicol-Agar (YGC): 
      5 g Hefeextrakt [Merck, 1.03753] 
  20 g Glucose [Merck, 1.08342] 
  0,1 g Chloramphemicol [Sigma, C0378] 
  10 g Agar [Merck, 1.01614] 
  10 mg Bromphenolblau [Merck, 1.03026] 
  ad 1000 ml A. dest. 
Zählkammer nach Thoma [Optik Labor] 
11.1.2 Polymerasekettenreaktion und Sequenzierung 
Agarose [Biozym, 840004] 
AmpliTaq Gold® 250 Units [Roche, 4311806] 
Desoxynucleoside Triphosphate Set 2mM (dNTP-Mix) [Fermentas, #R0242] 
DNeasy Blood and Tissue Preparation Kit [Quiagen, 69504] 
Einmalküvetten für Fotometer [Brand, 759200] 
Elektrophoresekammern Agagel midi-wide und Agagel mini [Biometra; 020-000] 
Ethidiumbromidlösung 1 %ig [Roth, 2218.1] 
Fotometer [Thermo Fisher Scientific, Biomate 3] 
Gel-Loading-Puffer: 
62,5 mg Bromphenolblau [Merck, 108122] 
62,5 mg Xylencyanol [Merck, 110590] 
6,25 g Ficoll Typ 400 [Sigma-Aldrich, F4375-10G] 
Heizblockschüttler [Eppendorf, Thermomixer comfort] 
Ladder Quantitas 50 bp - 2 kb [Biozym, 250204] 
LAL-Wasser [ACILA, 1715005] 
Lyticase [Sigma-Aldrich, L2524-10KU] 
MgCl2-Solution 25 mM [Roche] 
Phosphate buffered saline (PBS) pH 7,5: 
8,50 g Natriumchlorid [Merck, 1.06400] 
1,14 g Dinatriumhydrogenphosphat (Na2HPO4 x 12 H2O) [Merck, 1.06579] 
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0,50 g Kaliumdihydrogenphosphat (KH2PO4) [Merck, 1.04073] 
  ad 1000 ml A. dest. 
PCR-Cooler [Eppendorf] 
PCR Gold Puffer 10x [Roche, LO 0026-01] 
PCR-Werkbank [Peglab] 
Pipetten-Spitzen 10 µl, 100 µl, 1000 µl [Eppendorf] 
Pipetten-Spitzen mit Filtereinsatz 10 µl, 200 µl, 1000 µl [Biozym] 
Primer ITS 1; 10mM [Eurofins, MWG Operon]: 
    5’  CCG AGG GAACC GCGG 3’ 
Primer ITS 4; 10mM [Eurofins, MWG Operon]: 
    5’  CC CCGC  A  GA A GC 3’ 
Primer NL 1; 10 mM [Eurofins, MWG Operon]: 
    5’ GCA A CAA AAGCGGAGGAAAAG 3’ 
Primer NL 4; 10 mM [Eurofins, MWG Operon]: 
    5’ GG CCG G   CAAGACGG 3’ 
Power Supplies (Biometra, Standard Power Pack P25) 
QIAquick PCR Purifikation Kit [Qiagen, Cat. No. 28104] 
Reaktionsgefäße 0,2 ml, 1,0 ml und 1,5 ml [Eppendorf] 
Sorbitol-Puffer: 
  1M Sorbitol [VWR, 36404.36] 
  100 mM Natrium-EDTA [VWR, KRAF06200.2600] 
  14 mM β-Mercaptoethanol [Merck, 8.05740.0250] 
  ad 100 ml A. dest. 
TRIS-Borat-EDTA-Puffer (TBE-Puffer) Stammlösung: 
890 mM Tris(hydroxymethyl)-aminomethan [Merck, 1.08382] 
890 mM Borat [Merck, 1.00165] 
25 mM EDTA; pH 8,0 [Merck, 1.08418] 
ad 1000 ml A. bidest 
TRIS-Borat-EDTA-Puffer (TBE-Puffer) Gebrauchslösung: 
100 ml TBE-Puffer Stammlösung 
ad 1000 ml A. bidest 
Thermocycler [Biometra, T personal] 
Transilluminator mit Fotoeinheit [Biometra] 
Zentrifuge [Eppendorf, Minispin plus] 
Zentrifuge [Hettich, Mikro 22 R] 
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11.1.3 Physiologische Charakterisierung 
Adonitol (Ribitol) [Sigma, A5502] 
L-Arabinose [Merck, 1492] 
Arbutin (Hydrochinon-β-D-glucopyranosid) [Schuchardt München] 
Cellobiose [Merck, 1.02352] 
Citronensäure-Monohydrat [Merck, 1.00244] 
Creatin [Merck, 1.05205] 
Creatinin [Schuchardt München] 
Dulcitol (Galacitol) [Fluka, 44590] 
Einwegspritze, 20 ml [Braun] 
Ethanol, absolut [Merck, 1.00983] 
Meso-Erythrit [Merck, 1.03160] 
Fast-Blue-B-Salz (o-Dianisidinedihydrochlorid) [Sigma, F5803] 
D-Galactose [Serva, 22020] 
D-Gluconic Acid Sodium Salt (Gluconsäure) [Sigma, G9005] 
Methyl-α-D-Glucopyranoside (Glucosid) [Sigma, M9376] 
D(+)-Glucosaminhydrochlorid (Glucosamin) [Sigma, G4875] 
D(+)-Glucose-Monohydrat [Merck, 1.08342] 
Glycerol [Merck, 1.04094] 
Harnstoff-Agar nach Christensen: 
  1 g Caseinpepton [Merck, 1.07213] 
  1 g Glucose [Merck, 1.08342] 
      5 g Natriumchlorid [Merck, 1.06404] 
  1,2 g Dikaliumhydrogenphosphat [Merck, 1.05104] 
  0,8 g Kaliumdihydrogenphosphat [Merck, 1.04873] 
  0,012 g Phenolrot [Merck, 1.07241] 
  8 g Agar [Merck, 1.01614] 
  ad 1000 ml A. Dest 
n-Hexadecan [Merck, 820633] 
Inulin [Sigma, I2255] 
Kaliumnitrat (Nitrat) [Merck, 1.05063] 
Lactic acid [Sigma, W261114] 
Lactose [Merck, 1.07656] 
D-Maltose [Merck, 1.05912] 
D(-)-Mannitol [Calbiochem, 443907] 
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α-D-Melezitose [Serva, 28550] 
Melibiose [BD, 217310] 
Methanol [Merck, 1.06018] 
Myo-Inosit [Merck, 1.04728] 
Natriumchlorid [Merck, 1.06404] 
Natriumnitrit (Nitrit) [Merck, 1.06549] 
Paraffin [Merck, 1.07160] 
Raffinose (Melitose) [Merck, 1.07549] 
L(+)-Rhamnose-Monohydrat [Merck, 1.07361] 
D-Ribose [Schuchardt München] 
D(-)-Salicin [Merck, 1.07665] 
L-Sorbose [Sigma, 85541] 
D-Sorbitol (D-Glucitol) [Sigma, 240850] 
Spritzenfilter, 22 m, steril [Roth, Rotilabo P666.1] 
Stärke, löslich [Merck, 1.01252] 
Succinic Acid (Succinylsäure) [Sigma, S9512] 
Sucrose [USB, 21938] 
D(+)-Trehalose [Sigma, T5251] 
Vitaminfreies Medium: 
  5 g (NH4)2SO4 (Ammoniumsulfat) [Merck, 1.01217] 
  10 g Glucose [Merck, 1.08342] 
  10 mg L-Histidin [Merck, 1.04351] 
  20 mg D/L-Methionin [Sigma, M9500] 
  20 mg D/L-Tryptophan [Sigma, T3300] 
  500 g H3BO3 (Borsäure) [Merck, 1.00165] 
  40 g CuSO4 x 5 H2O (Kupfersulfat) [Merck, 1.02790] 
  100 g KI (Kaliumjodid) [Merck, 1.05043] 
  200 g FeCl3 x 6 H2O (Eisenchlorid) [Merck, 1.03943] 
  400 g MnSO4 x 4 H2O (Mangansulfat) [Sigma, M7634] 
  200 g Na2MoO4 x 2 H2O (Natriummolybdat) [Merck, 1.06521] 
  400 g ZnSO4 x 7 H2O (Zinksulfat) [Merck, 1.08883] 
  850 mg KH2PO4 (Kaliumdihydrogenphosphat) [Merck, 1.04873] 
  150 mg K2HPO4 (di-Kaliumhydrogenphosphat) [Merck, 1.05104] 
  500 mg MgSO4 x 7 H2O (Magnesiumsulfat) [Merck, 1.05886] 
  100 mg NaCl (Natriumchlorid) [Merck, 1.06404] 
  100 mg CaCl2 x 6 H2O (Kalziumchlorid) [Sigma, 442909] 
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  ad 1000 ml A. dest 
Yeast Carbon Base [BD Difco, 239210]  
Yeastextract-Glucose-Chloramphenicol-Agar 50 %ig (YGC 50 %ig): 
      2,5 g Hefeextrakt [Merck, 1.03753] 
  500 g Glucose [Merck, 1.08342] 
  0,05 g Chloramphemicol [Sigma, C0378] 
  10 g Agar [Merck, 1.01614] 
  ad 500 ml A. dest. 
Yeast Nitrogen Base [BD Difco, 295977] 
D(+)-Xylose [Merck, 1.08689] 
Zellkulturtestplatte 24 Wells [Orange Scientific, 5530300] 
11.1.4 Challengeversuche 
Jungbullen-Schwanzrolle, schlachtfrisch [Schlacht- und Zerlegebetrieb in Bayern] 
Vakuumbeutel PA/PE 20/70 [Metzgereigenossenschaft Bayreuth, SR11191] 
Vakuumiergerät [Multivac, C300] 
11.1.5 Desinfektionsmittelversuche 
Antisept ® A [Seewald-Chemie] 
Antisept ® PES 33 [Ernst GmbH & Co. KG, KAMEN] 
Antisept ® 10 [Seewald-Chemie] 
Ethanol absolut [Merck, 1.00983] 
Mucocit ® B [Merz Hygiene GmbH] 
Peptonwasser [Merck, 107228] 
Rinderserum [ACILA, 2202012] 
Schneidbretter aus Polyethylen [Metzgergenossenschaft Bayreuth, 23566] 
Steril ® [Zentrag, 210] 
Wofasteril ® E 400 [Kesla Pharma Wolfen GmbH] 
Xyloquat ® Plus [MF-Clean Technik] 
 
11.1.6 Sonstige Materialien und Geräte 
Aluminiumfolie  
Analysenwaage [Sartorius, KBBA100] 
Aqua bidest. 
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Aqua dest. 
Autoklav [Fedegari, FVA 2/A1; NB 1691AM] 
Becherglas [Schott] 
Bruträume 15 °C, 25 °C, 30 °C und 37 °C [Weiss] 
Bunsenbrenner [Bochem] 
Deckgläser für Objektträger; 24 x 24 mm [Gerhard Menzel GmbH, BB020020A1] 
Dosiergerät [IBS Integra Biosciences, Dose-it 803] 
Erlenmeyerkolben [Schott] 
Fotoeinheit für Mikroskop [Leica EC 3] 
Glaspipetten 1 ml, 2 ml, 5 ml und 10 ml [Brand]  
Glutaraldehyd-Lösung [Merck, 820603] 
Gefriertrocknungsanlage [Christ, alpha 2 - 4, Typ - Nr.100402] 
Gefriertrocknungsstopfen [Macherey-Nagel, 702N20GT] 
Immersionsöl [Merck, 1.15577] 
Impfösen aus Platindraht 
Impfösen aus Kunststoff, steril [VWR, 612-9354] 
Kapsenbergkapseln [VWR, 391-0911] 
Kritisch-Punkt-Gerät [Balzers Union, CPD 030] 
Kühlraum 4 °C [Weiss] 
Kühlgefrierkombination [Liebherr, Gastroline] 
Magermilchpulver [Merck, 1.15363]  
Mikroskop [Leica, Leitz Biomed] 
Mikroskopkamera mit Software [Leica, EC3] 




Physiologische Kochsalzlösung:  
8,5 g Natriumchlorid [Merck, 1.06404] 
ad 1000 ml A. dest. 
Probengläser mit Rollrand [Macherey-Nagel, 70204.36] 
Rasterelektronenmikroskop [Hitachi, S3000N] 
Reagenzgläser  16 mm [Schott] 
Waage [Mettler Toledo, LabStyle 602] 
Waage [Sartorius, Typ 1409004] 
Vortex [Scientific Industries, Vortex Genie 2] 
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11.2 Marktstudie 
Tabelle 22: Übersicht über Herkunft und die sensorische Beurteilung der Proben der 
Marktstudie 
Probe Herkunft Gasbildung Geruch Farbe 
Rind-01 Deutschland - produkttypisch produkttypisch 
Rind-02 Deutschland - produkttypisch produkttypisch 
Rind-03 Deutschland - untypischer Reifegeruch produkttypisch 
Rind-04 Deutschland mittelgradig untypischer Reifegeruch produkttypisch 
Rind-05 Deutschland mittelgradig produkttypisch produkttypisch 
Rind-06 Schweiz - produkttypisch produkttypisch 
Rind-07 Schweiz hochgradig faule Eier, sauer Tropfsaft gelblich 
Rind-08 Schweiz hochgradig faule Eier, sauer Tropfsaft gelblich 
Rind-09 Deutschland - produkttypisch produkttypisch 
Rind-10 Deutschland - produkttypisch produkttypisch 
Rind-11 Deutschland - muffig, alt Tropfsaft grünlich 
Rind-12 Deutschland - produkttypisch produkttypisch 
Rind-13 Deutschland - produkttypisch produkttypisch 
Rind-14 USA - muffig, säuerlich Fett grünlich 
Rind-15 Deutschland - produkttypisch produkttypisch 
Rind-16 Argentinien - produkttypisch produkttypisch 
Rind-17 Deutschland - produkttypisch produkttypisch 
Rind-18 Irland - produkttypisch produkttypisch 
Rind-19 Deutschland - säuerlich produkttypisch 
Rind-20 USA - säuerlich produkttypisch 
Rind-21 Argentinien hochgradig faule Eier, sauer produkttypisch 
Rind-22 Argentinien hochgradig faule Eier, sauer produkttypisch 
Rind-23 Argentinien hochgradig faule Eier, sauer produkttypisch 
Rind-24 Argentinien hochgradig faule Eier, sauer produkttypisch 
Rind-25 Deutschland - produkttypisch produkttypisch 
Lamm-01 Deutschland mittelgradig muffig, säuerlich produkttypisch 
Lamm-02 Neuseeland - produkttypisch produkttypisch 
Lamm-03 Irland - säuerlich produkttypisch 
Strauß-01 Südafrika - produkttypisch produkttypisch 
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Fortsetzung Tabelle 22 
Probe Herkunft Gasbildung Geruch Farbe 
Strauß-02 Südafrika - produkttypisch produkttypisch 
Wild-01 Deutschland mittelgradig muffig, säuerlich produkttypisch 
Wild-02 Deutschland - produkttypisch produkttypisch 
Wild-03 Deutschland - produkttypisch produkttypisch 
Wild-04 Deutschland - produkttypisch Produkttypisch 
Wild-05 Deutschland - produkttypisch produkttypisch 
Wild-06 Deutschland - produkttypisch produkttypisch 
Wild-07 Deutschland - produkttypisch produkttypisch 
Wild-08 Deutschland - fruchtig-säuerlich produkttypisch 
Wild-09 Südafrika - säuerlich produkttypisch 
 
Tabelle 23: Übersicht über das Vorkommen von Mikroorganismen und Hefen bei der 
mikroskopischen Tropfsaftuntersuchung der Proben der Marktstudie 
Probe Keime Hefen 
Rind-01 mittellange, schlanke Stäbchen - 
Rind-02 mittellange, schlanke Stäbchen zahlreich 
Rind-03 kurze und mittellange, schlanke Stäbchen zahlreich 
Rind-04 kurze, plumpe Stäbchen zahlreich 
Rind-05 kurze, schlanke Stäbchen vereinzelt 
Rind-06 mittellange, schlanke Stäbchen - 
Rind-07 große, plumpe Stäbchen; kleine Stäbchen (paarweise) - 
Rind-08 große, plumpe Stäbchen, teilweise subterminale Endosporen; lan-
ge, schlanke Stäbchen 
- 
Rind-09 mittellange, schlanke Stäbchen - 
Rind-10 lange, schlanke Stäbchen - 
Rind-11 mittellange und lange, schlanke Stäbchen - 
Rind-12 lange, schlanke Stäbchen - 
Rind-13 lange, schlanke Stäbchen - 
Rind-14 mittellange, schlanke Stäbchen - 
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Fortsetzung Tabelle 23  
Probe Keime Hefen 
Rind-15 kurze und mittellange, schlanke Stäbchen - 
Rind-16 kurze, schlanke Stäbchen (paarweise) - 
Rind-17 mittellange, schlanke Stäbchen und Kokken - 
Rind-18 kurze Stäbchen und Kokken vereinzelt 
Rind-19 kurze Stäbchen und Kokken - 
Rind-20 lange, schlanke Stäbchen und Kokken - 
Rind-21 kurze Stäbchen - 
Rind-22 mittellange Stäbchen - 
Rind-23 lange, schlanke Stäbchen - 
Rind-24 lange, schlanke Stäbchen - 
Rind-25 mittellange und lange Stäbchen - 
Lamm-01 kurze Stäbchen - 
Lamm-02 kurze und mittellange, schlanke Stäbchen - 
Lamm-03 mittellange und lange, schlanke Stäbchen; Kokken - 
Strauß-01 mittellange und lange, schlanke Stäbchen - 
Strauß-02 kurze und mittellange, schlanke Stäbchen zahlreich 
Wild-01 mittellange, schlanke und kurze, plumpe Stäbchen - 
Wild-02 kurze Stäbchen - 
Wild-03 kurze Stäbchen - 
Wild-04 kurze Stäbchen - 
Wild-05 kurze und mittellange, schlanke Stäbchen - 
Wild-06 kurze Stäbchen - 
Wild-07 mittellange und lange, schlanke Stäbchen zahlreich 
Wild-08 kurze und mittellange, schlanke Stäbchen; Kokken (paarweise) zahlreich 
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2
 4,0 x 10
2
 
Rind-06 5,67 0,9854 6,4 x 10
6








 < 10 
Rind-07 6,65 0,9876 3,4 x 10
7








 < 10 
Rind-08 6,40 0,9871 1,4 x 10
7








 < 10 
Rind-09 5,75 0,9898 5,0 x 10
5
 5,0 x 10
5
 1,4 x 10
4




 < 10 








 1,0 x 10
2
 < 10 
Rind-11 5,43 0,9904 7,8 x 10
3








 < 10 








 1,0 x 10
2
 < 10 
Rind-13 5,50 0,9897 3,1 x 10
4






 1,0 x 10
2
 < 10 
Rind-14 5,38 0,9896 1,4 x 10
7
 4,7 x 10
6
 9,0 x 10
5




 6,0 x 10
3
 
Rind-15 5,51 0,9871 1,1 x 10
4








 1,0 x 10
1
 
Rind-16 5,63 0,9925 2,2 x 10
6
 2,1 x 10
6
 6,2 x 10
3




 < 10 
Rind-17 5,55 0,9897 7,6 x 10
4
 2,1 x 10
4






 < 10 
Rind-18 5,56 0,9824 7,1 x 10
6
 5,1 x 10
6
 4,0 x 10
3




 < 10 
Rind-19 5,54 0,9813 9,2 x 10
5








 3,0 x 10
1
 
Rind-20 5,47 0,9895 8,9 x 10
6
 5,6 x 10
6
 4,4 x 10
3




 < 10 
Rind-21 5,47 0,9840 1,7 x 10
7








 < 10 
Rind-22 5,45 0,9847 2,9 x 10
7
 2,4 x 10
7






 < 10 
Rind-23 5,55 0,9849 3,1 x 10
7
 3,1 x 10
7




 4,4 x 10
2
 < 10 
Rind-24 6,19 0,9857 1,5 x 10
8
 1,1 x 10
8




 1,2 x 10
3
 < 10 
Rind-25 5,61 0,9867 1,2 x 10
5






 2,0 x 10
2
 < 10 
Lamm-01 5,88 0.9855 1,3 x 10
7
 7,4 x 10
6
 2,0 x 10
4
 2,1 x 10
4
 1,0 x 10
2
 < 10 








 1,0 x 10
2
 < 10 
Lamm-03 5,73 0,9833 9,1 x 10
6
 1,3 x 10
5
 1,0 x 10
2




 < 10 
Strauß-01 6,03 0,9824 1,7 x 10
4






 1,2 x 10
2
 < 10 
Strauß-02 5,96 0.9845 2,6 x 10
7
 5,8 x 10
7
 9,7 x 10
4




 1,4 x 10
2
 
Wild-01 5,51 0,9844 6,4 x 10
6
 8,9 x 10
6
 9,0 x 10
3
 2,0 x 10
5
 3,0 x 10
2
 6,4 x 10
2
 
Wild-02 5,58 0,9836 1,4 x 10
5
 1,1 x 10
3
 1,5 x 10
4
 3,5 x 10
4
 2,0 x 10
2
 2,0 x 10
2
 
Wild-03 5,59 0,9801 7,0 x 10
4
 3,5 x 10
3
 9,6 x 10
3
 3,0 x 10
3
 2,0 x 10
2
 3,0 x 10
2
 










 < 10 
Wild-05 5,66 0,9875 4,4 x 10
3








 < 10 










 1,0 x 10
1
 
Wild-07 5,62 0,9904 7,1 x 10
8
 3,6 x 10
7




 8,1 x 10
7
 3,2 x 10
8
 
Wild-08 5,72 0,9753 8,7 x 10
6
 1,6 x 10
6
 2,0 x 10
4
 9,9 x 10
5
 6,0 x 10
2
 9,6 x 10
2
 




 7,0 x 10
3




 < 10 
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11.3 Physiologische Charakterisierung 
Tabelle 26: Literaturangaben der Ergebnisse der physiologischen Charakterisierung für 
die Referenzstämme Kazachstania unispora (CBS 398), servazii 
(CBS 4311) und lodderae (CBS 2757) sowie Ergebnisse der eigenen Un-












Isolat 1 Isolat 2 Isolat 3 Isolat 4 Isolat 5 
Assimilation Kohlenstoffquellen 
L- Arabinose - - - - - - - - 
Cellobiose - - - - - - - - 
Citrat - - - - - - - - 
Ethanol + (+)d (+)d - - - - - 
Erythriol - - - - - - - - 
Galacitol - - - - - - - - 
Galactose + + + + + + + + 
Gluconsäure - - (+)d + + + + + 
Glucosaminhydrochlorid - - - - - - - - 
D-Glucose + + + + + + + + 
Glucosid - - - - - - - - 
Glycerol - (+)d (+)d + + + + + 
Hexadecan - - - - - - - - 
Inulin - - - - - - - - 
Lactose - - - - - - - - 
Maltose - - - - - - - - 
Mannitol - - - - - - - - 
Melezitose - - - - - - - - 
Melibiose - - - - - - - - 
Methanol - - - - - - - - 
Milchsäure - - + (+)d (+)d (+)d (+)d (+)d 
Myo-Inosit - - - - - - - - 
Raffinose - - + + + + + + 
Rhamnose - - - - - - - - 
Ribitol - - - - - - - - 
Ribose - (+)d - - - - - - 
Salicin - - - - - - - - 
Sorbitol - - - - - - - - 
Sorbose - - - - - - - - 
Stärke - - - - - - - - 
Succinylsäure - - - (+)d (+)d (+)d (+)d (+)d 
Sucrose - - + + + + + + 
Trehalose - (+)d + + + + + + 
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Fortsetzung Tabelle 26  
 







Isolat 1 Isolat 2 Isolat 3 Isolat 4 Isolat 5 
Assimilation von Stickstoffquellen 
Nitrat - - - - - - - - 
Nitrit - - - - - - - - 
Creatin - - - - - - - - 
Creatinin - - - - - - - - 
Fermentation 
Cellobiose - - - - - - - - 
Galactose + + + + + + + + 
D-Glucose + + + + + + + + 
Glucosid - - - - - - - - 
Inulin - - - - - - - - 
Lactose - - - - - - - - 
Maltose - - - (+) (+) (+) (+) (+) 
Melezitose - - - - - - - - 
Melibiose - - - - - - - - 
Raffinose - - + + + + + + 
Stärke - - - - - (+) - - 
Sucrose - - + + + + + + 
Trehalose - (+)d + + + + + + 
Xylose - - - - - - - - 
Vitaminfreies Medium 
 
- - - - - - - - 
Temperaturabhängiges Wachstum 
+ 4 °C * * * + + + + + 
+ 10 °C * * * + + + + + 
+ 25 °C + + + - - - - - 
NaCl-Konzentration 
5 % * * * + + + + + 
10 % +; - - - + + + + + 
16 % - - - (+) (+) (+) (+) (+) 
Glucosekonzentration 
50 % d, (+) d, (+) - - - - - - 
Ureasetest 
 
- - - - - - - - 
 +       
(+)     
 -        
d       








keine Daten vorhanden 
Centraalbureau voor Schimmelcultures, Utrecht 
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